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I.1 La contaminación ambiental con hidrocarburos policíclicos aromáticos 
 
La contaminación ambiental es uno de los desafíos más relevantes de nuestro tiempo, en 
términos de su potencial efecto adverso sobre la biodiversidad y la salud humana (Megharaj 
y col., 2011). Los hidrocarburos policíclicos aromáticos (PAH) constituyen contaminantes 
que plantean serios problemas ambientales a escala mundial; son muy perjudiciales para la 
salud humana, han sido clasificados como contaminantes de preocupación emergente 
(Vandermeersch y col., 2015) y pueden afectar dramáticamente la biodiversidad de los 
ecosistemas naturales (Zhang y col., 2015). 
Los PAH son altamente resistentes a la degradación, se encuentran en sitios asociados con 
la industria del petróleo, la producción de gas, la producción minera, instalaciones de 
tratamiento de madera y la incineración de desechos (Kim y col., 2003; Kanaly y Harayama, 
2000). 
Representan un amplio grupo de moléculas individuales fisicoquímicamente diferentes 
formadas por dos o más anillos de benceno no sustituidos fusionados entre sí donde un par 
de átomos de carbono se comparte (Kuppusamy y col., 2016a; Okoure y Semple, 2011; 
Mohan y col., 2006). Son contaminantes orgánicos hidrofóbicos altamente persistentes en el 
suelo y en los sedimentos (Cébron y col., 2008), muestran una fuerte tendencia a 
adsorberse a las superficies, produciendo una baja biodisponibilidad (que desciende a 
medida que el número de anillos aromáticos aumenta) (Lafortune y col., 2009) y por lo tanto 
una gran dificultad para su biodegradación y una importante acumulación en la cadena 
trófica (Clements y col., 1994). 
Aunque existen varios cientos de PAH, la mayoría de los estudios se han centrado en los 16 
PAH prioritarios de la EPA (Environmental Protection Agency), siete de ellos podrían ser 
mutagénicos, carcinógenos y teratogénicos (Keith, 2015; Pieper y col., 2004; Ahlf y Förstner, 
2001). En general los suelos contaminados con petróleo contienen mezclas complejas de 
hidrocarburos, incluyendo los LMW (PAH de bajo peso molecular) y los HMW (PAH de alto 
peso molecular) (Lafortune y col., 2009). 
 
I.1.1 Biorremediación de ambientes contaminados con PAH 
 
Varias tecnologías de remediación han sido probadas para eliminar estos contaminantes 
ambientales. Entre ellos, la biorremediación tiene hoy en día gran aceptación como 
tratamiento para la recuperación de suelos contaminados con PAH, por ser una técnica que 
se considera segura, respetuosa con el medio ambiente y económica (Kuppusamy y col., 




2017; Kuppusamy y col., 2016d; Mohan y col., 2006). La biorremediación aborda las 
limitaciones asociadas con la mayoría de los procesos fisicoquímicos, al destruir muchos 
contaminantes orgánicos a un costo reducido en condiciones ambientales, por lo que se ha 
convertido hoy en día en una alternativa de remediación popular para la eliminación de 
contaminantes, entre ellos los PAH (Ghosal y col., 2016; Megharaj y col., 2011; Andreoni y 
Gianfreda, 2007; Lovley, 2001; Kastner, 2000).  
Casi todos los seres vivos están dotados con algún nivel mínimo de habilidades tales como 
la desintoxicación, mineralización, transformación y/o inmovilización de contaminantes. Sin 
embargo, los microorganismos y en particular, las bacterias y los hongos, han sido 
extensamente estudiados y utilizados para llevar a cabo las actividades de transformación y 
mineralización (Seo y col., 2009; Peng y col., 2008; Rieger y col., 2002; Watanabe y Baker, 
2000). Las bacterias contienen una enorme diversidad metabólica que les permite utilizar 
compuestos químicos complejos como fuente de carbono y de energía (Seo y col., 2009; 
Rieger y col., 2002). 
La biorremediación es una forma sostenible de degradar contaminantes ambientales. 
Aunque se ha utilizado durante más de 60 años, históricamente se ha implementado como 
una solución de ingeniería de "caja negra" donde se añaden enmiendas y se monitorea la 
eliminación de los contaminantes. Este enfoque es a veces exitoso pero en otros casos se 
han obtenido resultados menos deseables, debido a que no ocurre ninguna degradación del 
contaminante o incluso se producen intermediarios aún más tóxicos que el contaminante 
inicial. La clave para una biorremediación exitosa es aprovechar la capacidad catabólica 
natural de los microorganismos para catalizar las transformaciones de los contaminantes 
ambientales (Chakraborty y col., 2012).  
La biodegradación de PAH se basa en la ruptura de compuestos orgánicos a través de la 
biotransformación originando metabolitos menos tóxicos o inocuos para el medio ambiente o 
con el fin de realizar una mineralización generando H2O, CO2 (aeróbica) o CH4 (anaeróbico) 
como productos finales. El alcance y la velocidad de biodegradación depende de muchos 
factores, incluyendo: pH, temperatura, oxígeno, la población microbiana y su grado de 
aclimatación, accesibilidad de nutrientes, la estructura química del compuesto, edad de la 
contaminación (Haritash y Kaushik, 2009; Vázquez-Nuñez y col., 2009; Singh y Ward, 2004). 
La optimización de las distintas estrategias de biorremediación requiere de un profundo 
conocimiento de los factores que gobiernan la diversidad, dinámica y versatilidad catabólica 









I.1.2 Bioaumento  
 
Se ha propuesto que la inoculación de cepas o consorcios microbianos degradadores puede 
ser beneficiosa para mejorar las tasas de degradación de contaminantes orgánicos en los 
sitios contaminados (de Lorenzo y col., 2013). Sin embargo, el éxito de las estrategias de 
bioaumento es en su mayoría circunstancial y la actividad de los microorganismos 
inoculados en el medio ambiente es todavía relativamente impredecible (Jeon y Madsen, 
2013; Mrozika y Piotrowska-Segetb, 2010). 
El comportamiento de los microorganismos inoculados en sistemas complejos como el suelo 
depende de su habilidad para sobrevivir, crecer y establecerse en el nuevo ambiente. Entre 
los factores que limitarían el éxito del bioaumento podrían nombrarse el estrés causado por 
el cambio de condiciones de laboratorio a condiciones de campo, el tamaño del inoculo en 
relación a la biomasa del suelo, la competencia con la microbiota natural del suelo, la 
predación, la disponibilidad de agua, pH y la accesibilidad al/os contaminante/s blanco u 
otros sustratos metabolizables (Moreno-Forero y Van Der Meer, 2015).  
El uso de medios de enriquecimiento suplementados con PAH, y la condición altamente 
selectiva de utilizar PAH como única fuente de carbono y energía, han permitido establecer 
enfoques exitosos para aislar bacterias y consorcios degradadores de PAH de diversas 
fuentes ambientales (Alegbeleye y col., 2017; Li y col., 2017; Obi y col., 2016; Festa y col., 
2013; Madueño y col., 2011; Coppotelli y col., 2008). Sin embargo, en la actualidad poco se 
entiende de cómo se comportan las cepas puras o los consorcios microbianos en el 
ambiente blanco y como interaccionan con el microbioma nativo. El diseño de estrategias de 
bioaumento requiere el conocimiento del potencial de los microorganismos inoculados de 
mejorar la eficiencia de degradación y su influencia en la comunidad microbiana nativa. 
Las comunidades microbianas forman redes complejas de especies que interactúan, por lo 
tanto el establecimiento de un inoculante supone alterar la estructura de estas interacciones 
(Barberán y col., 2012), competir con la comunidad nativa y participar del flujo central de 
carbono y energía para mejorar la eliminación de los contaminantes (van Herwijnen y col., 
2006). 
 
I.2 Consorcios microbianos en biorremediación 
 
Los microorganismos que se comunican mediante el intercambio de metabolitos o señales, 
que les permiten coordinar su actividad a través de la división del trabajo, donde cada 
individuo detecta y responde a la presencia de otros, conforman un consorcio microbiano 
(Brenner y col., 2008; Keller y Surette, 2006).  




Los consorcios bacterianos poseen ventajas para lograr una biorremediación eficaz 
(Wanapaisan y col., 2017), ya que crean una red con diferentes niveles de interacción que 
muestran una mejor adaptación, supervivencia y permanencia (Zafra y col., 2017) que les 
permite soportar entornos fluctuantes (Brenner y col., 2008), otorgándoles solidez ante los 
cambios ambientales.  
El uso de consorcios microbianos ofrece un modo de vida que promueve la alta diversidad y 
las interacciones sinérgicas entre especies microbianas que pueden conducir a 
características de degradación xenobiótica mejoradas como resultado de la coordinación 
metabólica y la división del trabajo (Demeter y col., 2017; Gupta y col., 2017; Edwards y 
Kjellerup, 2013). Una característica importante de los consorcios microbianos es su 
capacidad para realizar funciones que requieren múltiples pasos. La diversidad resultante en 
las rutas metabólicas le permite realizar tareas más complejas y utilizar de manera más 
eficiente los recursos disponibles en su entorno (Fu y col., 2009; Sun y Cheng, 2002). 
Los consorcios son un buen modelo para estudiar las interacciones que se pueden dar entre 
las poblaciones bacterianas durante un proceso de biorremediación ya que implican la 
acción concertada de diferentes microorganismos sobre un sustrato, mediante la 
combinación de sus actividades metabólicas cooperativas (Desai y col., 2010). Las 
interacciones entre los miembros pueden abarcar el contacto físico, la señalización química 
y el intercambio metabólico. Por ejemplo, en una comunidad compuesta de dos especies 
que cooperan a través del intercambio de metabolitos, la adición exógena de uno o más 
metabolitos (o la aparición de metabolitos intermediarios) cambiará su relación de 
cooperación a competencia o comensalismo, lo que también podrá cambiar marcadamente 
el comportamiento de los otros miembros de la comunidad (Jiménez y col., 2017). 
Las interacciones dentro de estas redes ecológicas pueden tener un impacto positivo (es 
decir, una ganancia), un impacto negativo (es decir, una pérdida) o ningún impacto en las 
especies involucradas. El sinergismo (es decir, la división del trabajo), la competencia (que 
resulta en el desplazamiento de las especies) y el comensalismo pueden desempeñar 
funciones fundamentales (Lindemann y col., 2016; Faust y Raes, 2012). Estos mecanismos 
no son mutuamente excluyentes ya que existen casos de sinergismo-competencia y 
sinergismo-comensalismo que ocurren en la misma comunidad, dependiendo de los flujos 
nutricionales espaciotemporales (Dolinšek y col. 2016). Un mecanismo clave radica en los 
tipos de enzimas producidas, que pueden ser complementarias entre sí. De este modo, la 
combinación de especies particulares influye en las interacciones sinérgicas. En este 
sentido, la naturaleza de la interacción microbiana está potencialmente relacionada con la 
redundancia funcional y la superposición de nicho (competencia) en el sistema. 
A pesar de los impresionantes avances en el conocimiento de la composición de especies 
de las comunidades microbianas, todavía estamos lejos de alcanzar el nivel de comprensión 




fundamental de la dinámica y la función de las comunidades microbianas, que se necesita 
para predecir y controlar su comportamiento (Widder y col., 2016). 
El co-cultivo de poblaciones bacterianas basado en las interacciones presentes en 
consorcios microbianos naturales proporciona un sistema de menor complejidad para ser 
estudiado durante la degradación de contaminantes. Estos sistemas posibilitan una mayor 
reproducibilidad y son más fáciles de conservar. Sin embargo, se sabe poco sobre cómo los 
microorganismos cooperan entre sí, y sobre el rol que cumple cada uno en la eliminación de 
contaminantes (Jia y col., 2016).  
 
I.2.1 Estudios de consorcios sintéticos como base para la comprensión del 
funcionamiento de comunidades microbianas complejas  
 
La secuenciación de alto rendimiento, la proteómica y metabolómica ahora nos permiten 
catalogar la diversidad de las comunidades microbianas a un nivel de detalle sin 
precedentes. Los datos otorgados por estas técnicas revelan la composición instantánea 
relativamente imparcial de las especies, genes, metabolitos y actividades que están 
presentes en una comunidad microbiana dada. El desafío clave ahora es convertir este 
conocimiento empírico en ideas y predicciones comprobables, que pueden usarse para 
mejorar la función de las comunidades microbianas para propósitos útiles (Widder y col., 
2016). 
Se puede ganar mucho concentrando los esfuerzos en un conjunto más limitado de 
“modelos” de comunidades microbianas bien definidas (Estrela y col., 2015; Groβkopf y 
Soyer, 2014; Denef y col., 2010), incluyendo comunidades sintéticas construidas a partir de 
especies microbianas conocidas cuyos miembros están especializados en ciertas etapas de 
la biodegradación de un contaminante (Bai y col., 2015; Bodenhausen y col., 2014; Faith y 
col., 2014). 
Los factores y procesos que influyen en el comportamiento y la funcionalidad de un 
ecosistema son, en gran medida, “cajas negras” cuando se utilizan enfoques 
convencionales. De este modo, la ecología microbiana sintética ha ganado mucho interés en 
los últimos años. Esto se debe a que estas comunidades contribuyen a una menor 
complejidad y a una mayor capacidad de control, y es por eso que a menudo se prefieren 
sobre las comunidades ambientales que son mucho más complejas a la hora de examinar 
las teorías ecológicas (De Roy y col., 2014). 
La ecología microbiana sintética es un término colectivo para todos los ecosistemas 
racionalmente diseñados que se crean mediante un enfoque ascendente, donde los 
microorganismos que se aíslan inicialmente de su entorno natural mediante técnicas 




convencionales basadas en el cultivo, se ensamblan en dos o más poblaciones microbianas 
definidas en un ambiente bien caracterizado y controlado. 
Los ecosistemas sintéticos se utilizan (i) para obtener información sobre principios 
fundamentales, como procesos metabólicos, interacciones, redes, relación diversidad-
funcionalidad y ciclo de nutrientes, y (ii) para crear interacciones y comunidades con 
características y funcionalidades deseadas (De Roy y col., 2014). Las comunidades 
sintéticas limitan los factores de influencia a un mínimo, lo que permite su fácil manejo (De 




Figura I.1. Figura adaptada de Ponomarova y Patil (2015). Sistemas de estudio de 
comunidad microbiana determinado por el equilibrio entre la complejidad y la capacidad de 
tratamiento de un sistema manejable.  
 
La construcción de un ecosistema artificial simplificado con antecedentes genéticos bien 
definidos e interacciones celulares identificables, proporciona un sistema modelo 
simplificado con base genética para comprender mejor cómo evoluciona el ecosistema 
microbiano en diferentes entornos (Hu y col., 2010). El estudio de la estructura de la 
comunidad junto con el comportamiento de las especies individuales frente a la degradación 
del contaminante puede permitir comprender el potencial de complementación funcional 
durante el proceso de biorremediación (Jia y col., 2016). 
Los experimentos de laboratorio con comunidades microbianas bien definidas en 
condiciones controladas, permiten el control de los parámetros externos claves, tales como 
la concentración de sustrato, el tamaño del sistema o la temperatura, además de permitir 
múltiples experimentos de replicación (Widder y col., 2016). 




Aunque las comunidades sintéticas no reproducen la diversidad y complejidad completa de 
las comunidades microbianas naturales, muchos de los principios de organización y 
dinámica de comunidades, que aprendemos de ellas, podrían ser transferibles a 
comunidades microbianas más complejas (Widder y col., 2016). Entonces las estrategias de 
biorremediación se diseñarían basándose en el conocimiento de los microorganismos 
presentes en los entornos contaminados, sus habilidades metabólicas y su respuesta a los 
cambios en las condiciones ambientales.  
 
I.3 Degradación bacteriana del fenantreno 
 
El fenantreno está dentro del grupo de los 16 PAH listados como contaminantes prioritarios 
(Janbandhu y Fulekar, 2011). Debido a que el fenantreno presenta una solubilidad en agua 
más alta que otros PAH y sus productos de degradación generan cambios en la coloración 
de los medios de cultivo (Lee y col., 1992; Treccani, 1965), es un compuesto atractivo para 
enriquecer los aislados bacterianos ambientales y seguir la degradación de los PAH. 
Asimismo, el fenantreno es el PAH más pequeño que presenta conformaciones de la región 
Bay y K, características de muchos PAH de alto peso molecular, que permiten la formación 
de diferentes especies reactivas, lo que lo convierte en un sustrato modelo para el 
metabolismo de los PAH (Samanta y col., 2002). En las regiones Bay y K (Figura I.2), se 
pueden formar las principales especies carcinogénicas, generalmente epóxidos (Amézcua-














La vía alta de degradación bacteriana aeróbica del fenantreno comienza con la 
incorporación de dos átomos de oxígeno en su estructura en una reacción catalizada, por 
una enzima dioxigenasa (Habe y Omori, 2003). La dioxigenación de la molécula de 
fenantreno es llevada a cabo en los carbonos 9 y 10 en las bacterias Gram positivas (Vila y 
col., 2001). En cambio, en las bacterias Gram negativas la dioxigenación se realiza en los 
carbonos 3,4 o 1,2. El dihidrodiol resultante se convertirá por la acción de la dihidrodiol 
deshidrogenasa en 3,4-dihidroxifenantreno, el cual será objeto del meta clivaje, y en los 
pasos posteriores se convierte en ácido 1-hidroxi-2-naftoico (AHN). El AHN es el 
intermediario principal durante la degradación microbiológica de fenantreno (Peng y col., 
2008; Mallick y col., 2007; Balashova y col., 2001). El AHN puede ser degradado por dos 
vías diferentes reportadas hasta ahora. En una de las rutas, sufre descarboxilación oxidativa 
para formar 1,2-dihidroxinaftaleno, que posteriormente es metabolizado por la ruta de 
degradación de naftaleno vía salicilato. En la otra ruta, el AHN es metabolizado a través de 
la vía del ácido ftálico (Seo y col., 2007; Kiyohara y Nagao, 1978; Evans y col., 1965) (Figura 
I.3), que dan lugar finalmente a compuestos intermediarios del ciclo de Krebs, como por 
ejemplo piruvato, fumarato y acetil-CoA (Habe y Omori, 2003), para generar energía en 
forma de ATP necesaria para los procesos celulares que llevan a cabo los microorganismos 










Figura I.3. Rutas propuestas para la degradación de fenantreno por las bacterias 
(Pinyakong y col., 2000). 
 
I.4 Enzimas que participan en las rutas degradativas de PAH 
 
Las oxigenasas bacterianas que participan en las rutas de degradación de PAH pertenecen 
a una gran familia de enzimas con capacidad de hidroxilar anillos aromáticos. Estas 
enzimas, que en conjunto se denominan enzimas hidroxilantes de compuestos aromáticos 
(o RHO, del inglés “ring hydroxylating oxigenases”) poseen un rol importante en la 
mineralización de estos compuestos, debido a que son esenciales para los pasos claves de 
ataque a los hidrocarburos (Chakraborty y col., 2012). 
El primer paso de la ruta aeróbica de degradación de PAH es catalizado por enzimas 
oxigenasas, que incorporan uno o dos átomos de oxígeno a uno de los anillos aromáticos de 
la molécula para formar compuestos dioles. Estas oxigenasas iniciales pueden ser 
dioxigenasas multicomponente que poseen sitio Rieske hierro-azufre (Gibson y Parales, 
2000) o monooxigenasas dependientes de flavina (Mallicky col., 2011). Después de la 
hidroxilación inicial de los PAH, los dioles intermediarios generados de la vía alta de 




degradación de PAH, pueden ser utilizados como sustratos de otra clase de oxigenasas, las 
involucradas en la ruptura del anillo aromático (Brennerova y col., 2009; Sipila y col., 
2008).Dependiendo del tipo de clivaje que realizan en los anillos aromáticos, estas 
oxigenasas pueden ser de dos tipos: intradiol dioxigenasas (INDO), las cuales catalizan la 
ruptura del enlace C-C, entre los carbonos hidroxilados (ortoclivaje); o extradiol dioxigenasas 
(EXDO), las cuales producen la ruptura entre un carbono hidroxilado y uno no hidroxilado 
(metaclivaje).Estos compuestos convergen en la formación de intermediarios centrales 
(Kasuga y col., 2007; Hirose y col., 1994), que conducen al metabolismo de la vía baja de 
degradación de PAH, para dar lugar a la formación de ácido ftálico y ácido salicílico. 
A diferencia de las enzimas intradiol dioxigenasas (INDO), que hasta la fecha parecen 
pertenecer a la misma superfamilia, las enzimas extradiol dioxigenasas (EXDO) son más 
versátiles y permiten degradar una amplia variedad de sustratos. Las enzimas EXDO han 
evolucionado de manera tal que es posible clasificarlas en diferentes familias o tipos (Pérez-
Pantoja y col., 2010b, Vaillancourt y col., 2006). 
 
I.4.1 Enzimas hidroxilantes de anillo aromático (RHO) y su clasificación  
 
Son enzimas de varios componentes con una composición αnβn (Ferraro y col., 2005; 
Karlsson y col., 2003; Parales, 2003). Constan de tres dominios distintos, que son solubles y 
no están vinculados a la membrana. El centro activo se ubica en un dominio oxigenasa 
terminal (C-terminal), mientras que una o dos proteínas de transporte de electrones (ET), 
una reductasa y una ferredoxina (que puede no estar presente) se encargan de transferir 
electrones al dominio catalítico dioxigenasa terminal procedentes de un NADH.  
Las oxigenasas terminales son heteromultímeros que comprenden principalmente dos 
subunidades separadas. Una grande, la subunidad catalítica (α) de aproximadamente 50 
kDa, con un dominio catalítico C-terminal que posee un sitio de unión al sustrato y un sitio 
conservado de unión a Fe+2 mononuclear, el cual se cree que es el sitio de activación del 
oxígeno (Chakraborty y col., 2012) y un dominio Fe-S tipo Rieske ubicado en el extremo N-
terminal, formado por un centro redox [2Fe-2S] que recibe electrones del sistema 
transportador de electrones para transferirlos luego al sitio activo (Haddock, 2010). La 
subunidad estructural pequeña (β) de aproximadamente 20 KDa, se encuentra en forma 
hetero-multimérica, estrechamente asociadas una a la otra en una estructura αβn.  
 
 






Figura I.4. Sistema de transporte de electrones (ET) de los miembros de la familia RHO. 
 
Si bien el mecanismo catalítico de la dihidroxilación de anillos aromáticos no se conoce en 
detalle, los esquemas de clasificación para las enzimas hidroxilantes de anillo aromático 
propuestos hasta ahora se basan principalmente en su presencia en bacterias Gram-
positivas o Gram-negativas (Cébron y col., 2008), especificidad de sustrato (Iwai y col., 
2011; Wackett, 2002) o en cada componente de la enzima y su estructura modular 
combinada (Kweon y col., 2008; Batie y col., 1992). 
Todas estas enzimas comparten características estructurales comunes, incluyendo la 
estructura cuaternaria y residuos conservados en el dominio Rieske y el dominio catalítico 
de la subunidad α, implicados en la unión de los centros metálicos. Sin embargo, difieren 
considerablemente en términos de secuencia de aminoácidos y de la estructura de los 
transportadores de electrones asociados. 
La clasificación propuesta por Chakraborty y colaboradores (2012), presenta cuatro clases 
diferentes de oxigenasas (A a D) en base a aspectos evolutivos y funcionales relacionados 
con la configuración estructural del sustrato y sus sitios de oxigenación.  
Sin embargo, el descubrimiento de enzimas hidroxilantes de anillo aromático pertenecientes 
a microorganismos no cultivables podría dar lugar a la identificación de otros tipos de 
enzimas aún no descriptos, dado que en la clasificación propuesta por Chakraborty y 
colaboradores sólo se emplearon secuencias de enzimas de bacterias aisladas. 
 
I.4.2 Enzimas extradiol dioxigenasas (EXDO) y su clasificación 
 
Las enzimas EXDO I pertenecen a la superfamilia de proteínas quelantes de oxígenos 
vecinales (Gerlt y Babbitt, 2001), comprende enzimas que catalizan la escisión de catecol, 
2,3-dihidroxibifenilo, 1,2-dihidroxinaftaleno, homoprotocatecuato, 2,3-dihidroxi-benzoato, 
entre otros (Pérez-Pantoja y col., 2010b, Vaillancourt y col., 2006). Las enzimas EXDO II, 
forman parte de la superfamilia Lig B, la cual incluye enzimas con una o dos subunidades 
(Pérez-Pantoja y col., 2010b; Vaillancourt y col., 2006; Sugimoto y col., 1999), cuyos 
miembros están bien establecidos como responsables de la degradación del protocatecuato 
y homoprotocatecuato. Finalmente, las EXDO III pertenecen a la superfamilia de las cupinas 




(Dunwell y col., 2004), e incluyen enzimas claves tales como gentisato 1,2-dioxigenasa, 
homogentisato 1,2-dioxigenasa y 3-hidroxiantranilato 3,4-dioxigenasa, involucradas en la 
degradación de salicilato, fenilalanina y triptofano respectivamente y también, la gentisato 
1,2-dioxigenasa participa de la escisión de anillo implicada en la degradación de salicilato o 
3-hidroxibenzoato, entre otros compuestos aromáticos (Adams y col., 2006).  
 
I.4.3 Clasificación de dioxigenasas basadas en las bases de datos RHObase y 
Aromadeg 
 
Décadas de estudios bioquímicos junto con nuevos datos de secuenciación de última 
generación han aumentado exponencialmente la información sobre las vías de degradación 
aromática aeróbica. La mayoría de las secuencias de proteínas en las bases de datos 
públicas no se han caracterizado experimentalmente y los métodos basados en la 
homología siguen siendo el enfoque más utilizado rutinariamente para asignar la función de 
la proteína en genomas secuenciados. 
La clasificación reciente de enzimas hidroxilantes de anillo aromático (RHO) se ha centrado 
en los esquemas basados en las secuencias de aminoácidos de las subunidades α de estas 
enzimas, debido a su mayor plasticidad evolutiva en comparación con otros componentes y 
al hecho de que contienen los centros de metal catalíticamente relevantes (Vilchez- Vargas 
y col. 2013; Wackett, 2002).  
La base de datos Ring-Hydroxylating Oxygenase, abreviada como "RHObase" 
(http://bicresources.jcbose.ac.in/ssaha4/Rhobase/), es una base de datos en línea, curada 
manualmente y con capacidad de búsqueda que proporciona información exhaustiva sobre 
todos los RHO bacterianos estudiados y caracterizados bioquímicamente. La versión actual 
de la base de datos compila ~ 1000 entradas que incluyen 196 subunidades α de oxigenasa, 
153 subunidades β de oxigenasas, 92 ferredoxinas y 110 reductasas, distribuidas entre 131 
cepas bacterianas diferentes. Las proteínas están vinculadas a las estructuras PDB 
disponibles y los dominios conservados correspondientes (y motivos). La base de datos 
también incluye información sobre más de cien compuestos aromáticos y los mecanismos 
de oxigenación seguidos por diferentes RHO que implementan un total de 318 reacciones 
de oxigenación. Además de la recuperación de datos, también hay herramientas analíticas 
integradas en las que los usuarios también pueden realizar una búsqueda en blast contra la 
base de datos para predecir los supuestos sustratos para sus secuencias de oxigenasa de 
consulta o buscar posibles RHO candidatos capaces de transformar un compuesto deseado 
(Chakraborty y col., 2014). 
 






Tabla I.1. Clasificación de la subunidad α de oxigenasas hidroxilantes de anillo aromático 
mediante la base de datos RHObase y los sustratos potenciales por cada categoría.  
 
Hasta el momento, no hay un único recurso que proporcione un consulta basada en la 
información de secuencia de proteínas y extracción de datos a través de un enfoque 
filogenético. Tomando estas consideraciones, Duarte y colaboradores (2014) crearon 
AromaDeg, una interfaz web que se enfoca en la degradación aeróbica de compuestos 
aromáticos que comprende bases de datos actualizadas y curadas manualmente, 
construidas en base a un enfoque filogenético (Duarte y col., 2014). Fundamentado en 
análisis filogenéticos de secuencias de proteínas de familias clave de proteínas catabólicas 
y de proteínas de función documentada, AromaDeg permite la consulta y extracción de 
datos de nuevos conjuntos de datos genómicos, metagenómicos o metatranscriptómicos. 
Utiliza secuencias de proteínas catabólicas que se asocian a un grupo específico en un 
árbol filogenético determinado. De esta manera, AromaDeg puede inferir una función 
adicional de anotación y/o especificidad de sustrato a partir de los miembros del grupo 
vecino en el árbol, con función validada experimentalmente. Esto permite una 
caracterización detallada de superfamilias de proteínas individuales, así como 
clasificaciones funcionales con alto rendimiento. Por lo tanto, AromaDeg aborda las 
deficiencias de la predicción de la función proteica basada en la homología, combinando la 
construcción del árbol filogenético y la integración de datos experimentales para obtener 
anotaciones más precisas de nuevos datos biológicos relacionados con las vías de 
biodegradación aromáticas aeróbicas. URL de la base de datos: 
http://aromadeg.siona.helmholtz-hzi.de.  
La clasificación se centra en enzimas catabólicas claves para la degradación aromática: 
subunidades α de oxigenasas Rieske de hierro no hemo (RHO) que tienen actividad contra 
sustratos como bifenil, benzoato, ftalato y salicilato, y enzimas extradiol dioxigenasas 





Fenantreno, naftaleno, antraceno, fluoreno y o anillos aromáticos 
con sustituyentes como fenilo, alquilo, carboxilato y cloro
B
Benzoatos, toluatos, clorobenzoatos y compuestos aromáticos 
monocíclicos sustituidos
C Salicilato y antranilato
D Ftalato, clorobenzoato, tolueno e hidrocarburos heterocíclicos




Vaillancourt y col., 2006). Utilizando AromaDeg se puede obtener una descripción detallada 




Tabla I.2. Clasificación de oxigenasas hidroxilantes de compuestos aromáticos mediante la 
base de datos AromaDeg y los sustratos potenciales por cada categoría. 
 
I.5 Reguladores de ruta de degradación de compuestos policíclicos aromáticos 
 
La capacidad de una bacteria de intervenir en una determinada ruta catabólica depende de 
la regulación de los promotores que controlan la expresión de genes codificantes para las 
enzimas requeridas. Cuando se utiliza un determinado sustrato como nutriente, las proteínas 
reguladoras y los promotores son elementos claves que aseguran un rendimiento adecuado 
(Díaz y Prieto, 2000). No obstante, la transcripción no sólo depende de la actuación de un 
regulador específico que responde a una determinada señal, sino que implica mecanismos 
de regulación global que conectan la actividad de los promotores con el estado energético y 
global de la célula, silenciando las funciones catabólicas especializadas menos favorables 
energéticamente hasta que sean necesarias (Cases y de Lorenzo, 1998). 
Existen distintas familias de reguladores transcripcionales que pueden controlar la expresión 
de las rutas de degradación de compuestos aromáticos. La mayoría de estos reguladores 
que pueden estar implicados en la regulación de la degradación de PAH, actúan como 
activadores transcripcionales y pertenecen a las familias NtrC (Tropel y van der Meer, 2004). 
El subgrupo de reguladores denominado NtrC/XylR se caracteriza por detectar y responder 
a moléculas efectoras a diferencia de otros miembros de la familia que forman parte de 
sistemas de dos componentes (Shingler, 1996). 
Los reguladores transcripcionales de la familia LysR forman el grupo más amplio de 
reguladores bacterianos que intervienen en rutas de degradación de contaminantes 
orgánicos y controlan la expresión génica de las rutas de orto clivaje de catecol (CatR) y 
Clasificación  AromaDeg 
(superfamilias)
Sustratos potenciales
Oxigenasas de activación del 
anillo (RHO)
Bifenilo, benzoato, ftalato y salicilato
EXDO I quelantes de 
oxígenos vecinales 
Catecol y gentisato
EXDO II LigB Protocatecuato y homoprotocatecuato
EXDO III Cupinas Salicilato, gentisato




clorocatecol (ClcR y CbnR) (Tropel y van der Meer, 2004; Shingler, 2003; Díaz y Prieto, 
2000) o vías de protocatecuato (Wischgoll y col., 2005).Todos los reguladores LysR 
implicados en la degradación de aromáticos actúan activando la transcripción de los genes 
de la ruta de degradación en presencia de un inductor, y reprimiendo su propia expresión. 
Reguladores pertenecientes a las familias AraC, IclR, FNR, MarR, GntR, incluyen la mayoría 
de los represores descritos en el catabolismo de compuestos aromáticos. 
El miembro de la familia AraC, la proteína XylS, es el que tiene mayor capacidad de 
respuesta aromática. La activación transcripcional por XylS es estimulada por los 
alquilbenzoatos (inductores) y modulada por el nivel intracelular de la proteína.  
Los activadores transcripcionales de tipo IclR responden tanto a compuestos aromáticos 
como no aromáticos y muestran una estructura de dominio lineal similar a la de los 
reguladores de tipo LysR (Schell, 1993). Habitualmente, los reguladores de tipo IclR se 
transcriben de forma divergente con respecto a los genes que controlan y los promotores 
correspondientes se superponen en un segmento corto de ADN. 
La mayoría de los miembros de la familia GntR se comportan como represores en ausencia 
de efector (Cravo-Laureau y col., 2017; Durante-Rodríguez y col., 2016), mientras que casi 
todos los reguladores ejercen sus efectos como activadores de la expresión génica 
(Gerischer, 2002).  
La mayoría de los sistemas reguladores que controlan la expresión de enzimas para el 
metabolismo de PAH no están caracterizados, esta es una brecha de conocimiento clave en 
nuestra comprensión de la biodegradación de PAH, que tiene una importancia práctica en el 
desarrollo de estrategias de biorremediación (Cravo-Laureau y col., 2017). 
 
I.6 Estudio de las interacciones entre microorganismos  
 
Un desafío importante en los procesos de biodegradación ha sido vincular las reacciones 
metabólicas microbianas específicas con los microorganismos que realmente median tales 
procesos (de Menezes y col., 2012). 
Las nuevas tecnologías de secuenciación de alto rendimiento junto con la transcriptómica 
nos proporcionan la oportunidad de obtener una visión global del potencial evolutivo de 
microorganismos específicos y conocimientos sobre la forma en que el genoma es utilizado 
por un organismo durante la degradación de PAH, reflejando más exactamente el grupo de 
enzimas que son activos dentro de una comunidad en una determinada condición (Helbling 
y col. 2012). Los estudios transcriptómicos (RT-qPCR) permiten la cuantificación de la 
expresión de los genes involucrados en los distintos pasos de la cadena trófica vinculada 
con el catabolismo de los PAH y estudiar la regulación metabólica frente a distintas variables 
bióticas y abióticas. 




El desarrollo de la metaproteómica ha resultado técnicamente complejo, principalmente 
porque los métodos de extracción de proteínas a partir de muestras ambientales resultan 
dificultosos y han sido escasamente desarrollados, y porque no hay información suficiente 
en las bases de datos de secuencias para permitir la identificación de proteínas a través de 
espectrometría de masa (Bastida y col., 2014). Los consorcios definidos, donde es posible 
contar con el genoma completo de cada una de las poblaciones podrían resultar modelos de 
estudio adecuados para desafiar los alcances de la proteómica para revelar las enzimas 
claves en la degradación de PAH, los microorganismos que la producen y como alteran 
estos sus metabolismo en respuesta a la presencia de otros organismos o frente a cambios 
en las condiciones ambientales.  
Estos enfoques "ómicos" integradores emergentes, como (meta) genómica, (meta) 
transcriptómica y (meta) proteómica, abren nuevas oportunidades para descifrar los 
mecanismos moleculares de la degradación de los PAH, tanto en especies individuales 
como a nivel de la comunidad (El Amrani y col., 2015). 
El análisis de los datos obtenidos a través de las estrategias ómicas mediante la aplicación 
de métodos computacionales permite integrar las diferentes vías metabólicas y construir un 
marco general para la interpretación de la funcionalidad de la comunidad microbiana (Röling 





En nuestro laboratorio se obtuvo un consorcio bacteriano degradador de fenantreno de un 
suelo crónicamente contaminado con hidrocarburos al que se denominó CON (Festa y col., 
2013). Mediante pirosecuenciación de fragmentos del gen 16S rRNA del DNA total de CON 
se pudo revelar que la composición bacteriana del consorcio estaba constituida por 7 
órdenes bacterianos. De CON se aislaron e identificaron cinco cepas bacterianas diferentes, 
pero solo una mostró la capacidad de degradar PAH, a pesar de que varios aislados 
pertenecen a géneros de bacterias degradadoras de fenantreno. Durante el estudio de 
cinética de degradación de fenantreno, se observó que el consorcio no logró reducir 
completamente el hidrocarburo suministrado durante los primeros siete días de incubación y 
produjo la acumulación de metabolitos intermediarios. El estudio de interacciones 
fisiológicas relacionadas con la degradación de fenantreno entre las cepas aisladas del 
consorcio demostró que la degradación incompleta de fenantreno por CON podría deberse a 
la existencia de interacciones negativas en la compleja diversidad del consorcio (Festa y 










Objetivos e Hipótesis 




II. Objetivos e hipótesis 
 
II.1 Objetivos Generales  
 
Contribuir al desarrollo de estrategias biotecnológicas que permitan optimizar los procesos 
de biorremediación de suelos crónicamente contaminados con hidrocarburos policíclicos 
aromáticos (PAH).  
Producir un aporte a los conocimientos relacionados con la ecología microbiana de 
consorcios bacterianos degradadores de PAH y las rutas metabólicas cooperativas 
presentes en ellos. 
 
II.2 Objetivos Específicos  
 
• Obtener y diseñar consorcios bacterianos que muestren una alta eficiencia de 
degradación de PAH 
• Abordar, a través del uso de herramientas genómicas y proteómicas, el estudio del 
rol que cumple cada población bacteriana presente en los consorcios durante la degradación 
de PAH mediante la búsqueda de enzimas vinculadas a la degradación  
• Incursionar en la aplicación de estrategias transcriptómicas para evaluar la expresión 
de genes catabólicos y la respuesta funcional frente a la degradación de fenantreno en 




1. La inoculación de un consorcio natural con una cepa con alta eficiencia de 
degradación de PAH resulta un modelo adecuado para estudiar la capacidad de la 
cepa de establecerse y participar en el flujo del carbono, incrementando las 
capacidades metabólicas del consorcio. 
2. Los consorcios sintéticos diseñados a partir de poblaciones genética y 
fisiológicamente caracterizadas constituyen una oportunidad única para dilucidar 
algunos de los principios generales que determinan las propiedades funcionales de 
una comunidad en cuanto a la degradación de PAH 
3. La aplicación de estrategias génomicas, transcriptómicas y proteómicas al estudio de 
la dinámica funcional de consorcios bacterianos degradadores de PAH proporcionará 
conocimientos sobre su potencial degradador y sobre la relación entre diversidad 
genética y funcional de los mismos y nos permitirá optimizar las condiciones del 




diseño de consorcios degradadores de PAH para ser utilizados como inoculantes en 
suelos o sedimentos contaminados  
4. Los consorcios sintéticos diseñados a partir de microorganismos completamente 
caracterizados y del conocimiento de las interacciones entre los mismos, limitarían al 
mínimo los factores de influencia sobre su funcionamiento, lo que facilitaría su 



























Materiales y Métodos 
 








III.1.1 Consorcio bacteriano 
 
El consorcio microbiano degradador de fenantreno (CON) se obtuvo mediante técnicas de 
cultivos batch en medio mineral líquido (MML) con fenantreno, a partir de un suelo 
crónicamente contaminado del barrio Mosconi (Buenos Aires, Argentina) ubicado en la zona 
de influencia del polo petroquímico Ensenada (Festa y col., 2013). El consorcio obtenido se 
conservó fraccionado a -80ºC.  
 
III.1.2 Cepas aisladas 
 
III.1.2.1 Cepa utilizada para la inoculación de CON 
 
La cepa Sphingomonas paucimobilis 20006FA (DQ400860) fue aislada a partir de 
microcosmos de suelo de la ciudad de La Plata, contaminados artificialmente con 2 g/Kg de 
fenantreno (Coppotelli y col., 2008) e incubados a temperatura ambiente (20 ± 2°C). Esta 
cepa ampliamente caracterizada en nuestro laboratorio, fue seleccionada de acuerdo a su 
capacidad para degradar un amplio rango de PAH (fenantreno, dibenzotiofeno y antraceno), 
e identificada mediante la secuenciación del gen 16s ribosomal como Sphingomonas 
paucimobilis (Coppotelli y col., 2010). La misma fue crecida en caldo R3 a 28°C y en 
agitación a 150rpm. Alícuotas de 1 ml fueron almacenadas con glicerol al 20% (v/v) a – 80°C 
para su preservación (Coppotelli y col., 2008).  
 
III.1.2.2 Cepas aisladas del consorcio 
 
Las cepas aisladas de CON a partir de las placas de R2A del recuento de bacterias 
heterótrofas cultivables identificadas por secuenciación del gen 16S rRNA como 
Sphingobium sp., (AM) (α-Proteobacteria), Pseudomonas sp. (Bc-h y T) y Klebsiella 
aerogenes (B) (δ -Proteobacteria) (Festa y col., 2013). Estas bacterias se conservaron en 









III.1.3 Medios de cultivo 
 
Todos los medios y soluciones se esterilizaron en un autoclave a 121°C y 1 atmósfera extra 
de presión durante 20 minutos. La composición de los medios de cultivo utilizados en este 
trabajo se expresa en gramos por 1000 ml de agua destilada. El pH de los medios se ajustó 
por agregado de NaOH o HCl al 10% según corresponda.  
 
Caldo R2 (Reasoner y Geldreich 1985) 
0,5 g Extracto de levadura 
0,5 g Proteasa peptona 
0,5 g Ácido casamino 
0,5 g Glucosa 
0,5 g Almidón 
0,3 g Ácido Pirúvico 
0,3 g K2HPO4 
0,05 g MgSO4 
El pH se ajustó a 7,2 
 
Agar R2 (Reasoner y Geldreich 1985) 
Se agregan 15 g/L de agar (Difco) al medio de cultivo caldo R2. 
 
Caldo R3 (Reasoner y Geldreich 1985) 
1 g Extracto de levadura 
1 g Proteasa peptona 
1 g Ácido casamino 
1 g Glucosa 
1 g Almidón  
0,5 g Piruvato de sodio 
0,6 g K2HPO4 
0,1 g MgSO4 
El pH se ajustó a 7,2 
 
Agar R3 (Reasoner y Geldreich 1985) 
Se agregan 15 g/L de agar (Difco) al medio de cultivo caldo R3. 
 
Medio mineral líquido (MML) (Vecchioli y col., 1990) 
5 g NaCl 




1 g K2HPO4 
1 g (NH4)H2PO4 
1 g (NH2)2SO4 
0,2 g MgSO4 
3 g KNO3 
El pH se ajustó a 7,2 
 
MML con fenantreno: El medio fue preparado agregando fenantreno (Carlo Erba, Milano, 
Italy, > 99,5% pureza) (2000 mg/L ó 200 mg/L) luego de su esterilización utilizando lámpara 
de luz UV durante 30 minutos. 
 
Agar Mueller Hinton 
2,0 g Extracto de carne 
17,5 g Hidrolizado ácido de caseína 
1,5 g Almidón 
17 g Agar 
 
Caldo EMA (Vincent, 1970) 
10 g Manitol 
0,5 g Extracto de levadura 
0,5 g K2HPO4 
0,2 g MgSO4.7H2O 
0,1 g NaCl 
1 gota de una solución 10% FeCl3.6H2O 
1 gota de una solución 10% SO4Mn 
5 ml Rojo Congo 
Se agregan 15 g/L de agar (Difco) al medio de cultivo caldo EMA. 
 
Medio BAz Semisólido libre de nitrógeno (Estrada-De Los Santos y col. 2001) 
0,2 g Ácido azelaico 
0,4 g K2PO4 
0,4 g KH2PO4 
0,2 g MgSO4.7H2O 
0,02 g CaCl2 
0,002 g Na2MoO4.7H2O 
0,01 g FeCl3 
0,075 g Azul de Bromotimol 




2,3 g Agar 
Preparado en viales de 20 ml de capacidad. El pH se ajustó a 5,2.  
 
LGI (Stephan y col., 1991)  
5,0 g Glucosa 
0,6 g KH2PO4 
0,2 g K2HPO4 
2,6 g (NH4)2SO4 
0,2 g MgSO4.7H2O  
0,2 g Ácido cítrico  
0,01 g FeCl3.6H2O 
0,02 g CaCl2.2H2O 
0,002 g NaMoO4.2H2O 
El pH se ajustó a 6,0 por el agregado de KOH 0,1 N ó HCl 0,1 N. 
 
BSCA (Henry, D., et. al. 1997)  
10,0 g Tripteína 
1,5 g Extracto de levadura 
10,0 g Lactosa 
10,0 g Sacarosa 
5,0 g Cloruro de sodio 
0,008 g Rojo de Fenol 
0,0008 g Cristal Violeta 
0,05 g Ampicilina  
0,05 g Polimixina  
0,04 g Gentamicina 
15,0 g Agar 
El pH se ajustó a 7,2 a 25ºC. 
 
III.1.4 Medios de cultivo para pruebas bioquímicas 
 
Triple azúcar hierro (TSI) 
Composición en g/L de agua destilada 
15,0 g Peptona de caseína   
5,0 g Peptona de carne  
3,0 g Extracto de levadura 
5,0 g NaCl 




10,0 g Lactosa 
10,0 g Sacarosa  
1,0 g Glucosa 
0,3 g Citrato férrico y amonio 
0,3 g Tiosulfato de sodio 
0,024 g Rojo fenol 
12,0 g Agar 
 El pH se ajustó a 7,4 
 
Caldo Nitrato  
Composición en g/L de agua destilada 
3,0 g Extracto de carne  
5,0 g Peptona  
1,0 g NO3K 
 
Caldo nutritivo (Presencia de la enzima catalasa) 
5,0 g Peptona de carne 
3,0 g Extracto de carne 
Gotas de agua oxigenada (H2O2) 
El pH se ajustó a 7,0 ± 0,2 
 
Caldo Triptona (Indol) 
Composición en g/L 
20,0 g Triptona 
5,0 g Peptona 
3,0 g Extracto de carne 
2-3 gotas de reactivo Kovacs 




Reactivos para la coloración de Gram 
Colorantes: Cristal violeta (Solución Britania) y Safranina (Solución Britania). 
Soluciones diluidas: Las soluciones de colorantes de diluyeron 1 /10 en agua destilada. 
Lugol: 10 g de Yodo y 20 g de ioduro de potasio (IK) en 1 litro de agua destilada. 
Decolorante: etanol 70%, acetona 30%. 
 
















Intermediarios de rutas de degradación de fenantreno: 
Ácido 1-hidroxi-2-naftoico (AHN) 
Ácido salicílico (AS) 
Ácido ftálico 
 
Mezcla de hidrocarburos policíclicos aromáticos en pentano 
La mezcla contiene 0,005 g de fenantreno (Carlo Erba, Milano, Italy, >99.5% pureza), 0,005 
g de fluoreno (Carlo Erba, Milano, Italy, >99.5% pureza), 0,005 g de antraceno (Carlo Erba, 
Milano, Italy, >99.5% pureza) y 0,005 g de dibenzotiofeno (Carlo Erba, Milano, Italy, >99.5% 
pureza) cada 13 ml de solvente (pentano). 
 
Antibiótico: 
Alficetin Colistina 100 mg (Argentia, Industria Argentina) 
 
Solución fisiológica (SF) 
0,85 % p/v 
8,5 g/L NaCl 
 
Kits utilizados para la extracción y purificación de DNA 
QIAGEN genomic tip 20G Cat Nº 10223 









III.1.6 Buffers y soluciones  
 
III.1.6.1 Buffers y soluciones para PCR 
 
Buffer TAE 40X 
Composición en 0,5 L 
96,8 g Tris 
22,85 ml Acético Glacial 
7,445 g EDTA  
500 ml Agua destilada 
 
Gel de Agarosa 
0,96 g Agarosa 
80 ml Buffer TAE 1X 
 
III.1.6.2 Buffers y soluciones para DGGE 
 
Buffer TAE 40X 
Solución de acrilamida –bisacrilamida 40% 
Composición en 1 L 
389,30 g Acrilamida 
10,70 g Bisacrilamda 
 
Solución desnaturalizante 0%  
Composición en 1 L  
25 ml de TAE pH=7,4; 1X 
150 ml de solución acril-bisacrilamida 40% 
825 ml de agua destilada 
 
Solución desnaturalizante 80% 
Composición en 1 L  
25 ml TAE pH=7,4; 1X  
150 ml Solución de acril-bisacrilamida 40 %  
338 g Urea 
320 ml Formamida 
505 ml Agua destilada 
 




III.1.6.3 Buffers y soluciones para la extracción de DNA para secuenciación por 
técnicas de nueva generación 
 
Buffer Tris-EDTA-Sucrosa (20%) 
10 mM Tris  
1 mM EDTA  
20% p/v Sucrosa  
El pH se ajustó a 8. 
 
Buffer de extracción  
100 mM Tris-HCl  
100 mM EDTA 
100 mM Na2HPO4 
1,5 M NaCl 
1% p/v Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) 
 
Reactivos  
RNasa 1 mg/ml 
Proteinasa K 1 mg/ml 
Sarcosyl 5 % p/v  




III.1.7 Reactivos para PCR en tiempo real  
 
Kits utilizados para la extracción y purificación de RNA 
RNeasy Protect Bacteria Mini Kit (Qiagen) 
 
Reactivos y buffers utilizados para la RT-qPCR 
β-Mercaptoetanol 
Lisozima 20 mg/ml en H2O DEPC 
Cat. No. 04 913 850 001. FastStart Universal SYBR Green Master (Rox), Roche, Germany. 
 
Buffer TE  
10mM TrisHCl  
10mM EDTA pH=8  








Buffer de solubilización  
Para un volumen final de 25 ml 
10,25 g Urea (7M) 
3,8 g Tiourea (2M) 
1% (p/v) Amberlite 
0,25 g Ditiotreitol (DTT) (65mM) 
500 µl Tritonx100 2% (v/v) 
 
Buffer de rehidratación 
A 0,5 ml de muestra en buffer de solubilización se le agregan: 
1,04% (v/v) Pharmalite pH 3-10 (GE Heathcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Sweden) 
0,01% (p/v) Azul de Bromofenol 
0,52% (v/v) Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 
1,2% (p/v) DTT 20% (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Sweden)  
0,52% (v/v) IPG Buffer con agente reductor (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, 
Sweden) 
 
Buffer de equilibrio pH=8,8 
Para un volumen final de 50 ml 
2,5 ml Tris 50 mM  
18,0 g Urea 6 M 
15 ml Glicerol 30 % (v/v) 
10 ml SDS 2% 
 
Buffer Tris- Glicina-SDS pH=8,3 
Composición en g/L en agua bidestilada 
15,1 g Tris (25mM) 
94 g Glicina (250mM) 











Solución de resolución 10% 
1,67 ml Acrilamida-bisacrilamida 
1,875 ml Tris-HCl pH 8,8 
1,38 ml Agua bidestilada 
50 µl Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) 10%  
2,7 µl N,N,N',N'-tetrametiletilenodiamina (Temed)  
27 µl Persulfato de Amonio (PAS) (10%) 
 
Solución de concentración 4% 
325 µl Acrilamida-bisacrilamida 
312,5 µl Tris-HCl pH 8,8 
1875 µl Agua bidestilada 
25 µl SDS 10% 
2,5 µl Temed 12,5 µl PAS (10%) 
Buffer de carga (2x) pH=6,8 
1 ml Tris-HCl 4 ml SDS 10% 
2 ml Glicerol (al 20%) 
0,4 ml EDTA (0,1M) 
2,6 ml Agua bidestilada 
0,08 g Azul de bromofenol 
 
Buffer de corrida Tris- Glicina-SDS 5x pH=8,3 
Composición en g/L en agua bidestilada 
15,14 g Tris (125 mM) 
72,06 g Glicina (965mM) 
5 g de solución SDS 0,5 % 
 
Segunda Dimensión (2-DE) 
 
Gel resolución  
3,1 ml Agua bidestilada 
4,7 ml Acrilamida-bisacrilamida (39 – 0,8 %) 
2,5 ml Tris-HCl 1,5M pH=8,8 
100 µl SDS 10% 
100 µl PAS 10% 




10 µl Temed 
0.5 ml n-butanol  
 
Tinción coomasie coloidal  
 
Solución fijadora  
30% Etanol 
2% Ácido fosfórico (N.B. De stock de 85%, ie 2,35 ml/100) 
 
Solución de tinción  
18% (v/v) MeOH  
17 % (w/v) sulfato de amonio 
2% (v/v) ácido fosfórico 
0,5 g/L Coomassie Brilliant Blue G-250 
 
Kits utilizados para la determinación de la concentración de proteínas 
2-DE Quant (GE Healthcare Bio-sciences, USA). 
Reactivo colorante para ensayos de cuantificación de proteínas por el método de Bradford 
(Bio Rad Life Science, USA). 
 
III.1.9 Programas utilizados para el análisis de genomas  
 
RAST: Rapid Annotation using Subsystem Technology es un servicio totalmente 
automatizado para anotar genomas bacterianos y arcaicos completos o casi completos. 
Proporciona anotaciones genéticas de alta calidad para estos genomas en todo el árbol 
filogenético. Este sistema utiliza un programa de predicción que mejora la identificación de 
genes microbianos (Glimmer), realizando la búsqueda y ubicación de genes mediante 
patrones estadísticos basados en la información intrínseca de DNA (Aziz y col., 2008, 
Hemmerich y col., 2010). 
 
KEGG: es un recurso de base de datos para comprender las funciones y utilidades de alto 
nivel del sistema biológico, como la célula, el organismo y el ecosistema, a partir de la 
información a nivel molecular, especialmente los conjuntos de datos moleculares a gran 
escala generados por la secuenciación del genoma y otras tecnologías experimentales de 
alto rendimiento (Kanehisa y col., 2014). 
 




EC-PDB: Enzyme Structures Database es una base de datos que contiene las estructuras 
enzimáticas conocidas que se han depositado en el Protein Data Bank (PDB). Las 
estructuras enzimáticas se clasifican por su número E.C. (Laskowski y col., 1997).  
 
MetaCyc: Metabolic Pathway Database es una base de datos curada de vías metabólicas 
experimentalmente elucidadas de todos los dominios de la vida. MetaCyc contiene 2491 
vías de 2816 organismos diferentes, además de vías implicadas en el metabolismo tanto 
primario como secundario, así como metabolitos, reacciones, enzimas y genes asociados. El 
objetivo de MetaCyc es catalogar el universo del metabolismo almacenando una muestra 
representativa de cada vía experimentalmente elucidada (Caspi y col., 2013).  
 
AmiGO: El proyecto Gene Ontology proporciona vocabularios controlados de términos 
definidos que representan las propiedades del producto génico. Estos cubren tres dominios: 
el componente celular, la función molecular, y el proceso biológico. La ontología GO está 
estructurada como un grafo acíclico dirigido donde cada término tiene relaciones definidas 
con uno o más términos en el mismo dominio y a veces con otros dominios. El vocabulario 
GO está diseñado para ser agnóstico de especies, e incluye términos aplicables a 
procariotas y eucariotas, y organismos únicos y multicelulares (Carbon y col., 2009).  
 
Artemis: es un explorador genómico libre, visualizador de secuencias de DNA y una 
herramienta de anotación que permite la visualización de las características de secuencias y 
los resultados de los análisis dentro del contexto de la secuencia, y también su traducción 
de sus seis marcos de lectura. Está escrito en Java, lee secuencias de formato EMBL o 
GENBANK y tablas de características, y puede trabajar en secuencias de cualquier tamaño 
(Rutherford y col., 2000). 
 
RHObase: una abreviatura de la base de datos de oxígeno de Anillo Hidroxilante, es una 
base de datos basada en web, curada manualmente y de búsqueda que proporciona 
información completa sobre las oxigenas hidroxilantes de anillo aromático de tipo Rieske 
RHOs en una sola plataforma, junto con herramientas analíticas para realizar búsqueda 
blast contra la base de datos para la predicción de sustrato putativo para la secuencia o 
secuencias de oxigenasas o para buscar posibles candidatas RHO capaces de transformar 
un compuesto deseado (Chakraborty y col., 2014).  
 
AromaDeg: es una base de datos de enzimas degradadoras de compuestos aromáticos 
manualmente curada por el grupo de investigación del Profesor Dietmar Pieper. La base de 
datos se compone de entradas fasta con la secuencia de aminoácidos de las enzimas. Los 




encabezados de fasta incluyen el nombre del gen, el nombre del organismo y un código que 
describe, si está presente, la evidencia de la especificidad del sustrato. 
La base de datos está disponible como una colección única de secuencias no alineadas en 
formato fasta, o como 10 archivos de alineación múltiples, que comprenden conjuntos de 
enzimas funcionalmente relacionadas, dentro de las dos grandes categorías: oxigenasas de 




III.2.1 Aislamiento y caracterización de los microorganismos presentes en el 
consorcio 
 
III.2.1.1 Aislamientos de nuevos géneros bacterianos a partir de CON  
 
Para el aislamiento de la cepa Inquilinus limosus, perteneciente a CON, se preparó un 
medio Agar Mueller Hinton suplementado con una concentración de 6 mg/L del antibiótico 
colistina, que se agregó una vez atemperado el medio fundido. Luego se sembró por 
duplicado 100µl de una dilución 1/100 de CON y se esparció sobre la superficie del medio 
con una espátula de Drigalsky. Se incubó durante 10 días a ± 22°C. Luego de este tiempo 
de incubación se pudo observar la presencia de un solo tipo de colonia de igual aspecto y 
morfología. Estas bacterias se conservaron en glicerol al 40% a -80°C, y al momento de ser 
utilizadas se crecen en R3 líquido 24 horas. 
 
Para el aislamiento de la cepa Burkholderia sp., perteneciente a CON, se sembró sobre la 
superficie de un medio EMA una dilución 1/10 de CON y se esparció con la ayuda de una 
espátula de Drigalsky. Se incubó durante 10 días a ± 22°C. Luego de la incubación se pudo 
observar la presencia de un solo tipo de colonia de igual aspecto y morfología. Estas 
bacterias se conservaron en glicerol al 40% a -80°C, y al momento de ser utilizadas se 
crecen en R3 líquido 24 horas. 
 
III.2.1.2 Pruebas bioquímicas  
 
A partir de cultivos de 24 horas en R3 líquido y R3A en agar inclinado de las nuevas cepas 
aisladas de CON, se realizaron una serie de pruebas bioquímicas tales como: movilidad 
(observación de una gota de un cultivo de 24 horas entre porta y cubre), coloración de 
Gram, enzima citocromo oxidasa, reducción de nitrato y nitrito, actividad catalasa, indol y 
TSI. La pureza de los cultivos fue controlada microscópica y macroscópicamente. 




III.2.1.3 Identificación genotípica de las cepas aisladas  
 
Extracción de DNA  
 
A partir de los cultivos puros de las cepas a las 24 horas en caldo R3 se llevó a cabo el 
método del hervor (Sambrook y col., 1989) para la extracción del DNA. Se centrifugó 1 ml a 
13.000 rpm durante 5 minutos y se resuspendió el pellet en 0,5 ml de agua destilada estéril. 
Esta suspensión de células se llevó a cabo en baño María 100°C durante 10 minutos. Por 
último se centrifugó nuevamente a 13.000 rpm por 5 minutos y se recogió el sobrenadante. 
Luego se conservó a -20°C hasta su utilización. 
 
III.2.1.4 PCR del gen 16S rRNA completo 
 
Para obtener el producto amplificado del gen 16S rRNA completo de las nuevas cepas 
aisladas (I y Bk) se realizó una amplificación por la reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR) utilizando los primers universales 27-F (5´-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3´) 
(Edwards y col., 1989) y 1492-R (5´-TACGGCTACCTTACGACTT-3´) (Weisburg y col., 
1991). La reacción de PCR se realizó en 50 μl de volumen de reacción con 200 μM de cada 
dNTP, 200 mM de BSA, 5 μM de cada primer, 1 U de GoTaq DNA Polymerase (Promega, 
Madison, WI) y su Buffer de reacción 1x. La amplificación se llevó a cabo en un 
termociclador Mastercycler® Eppendorf (Eppendorf, Hamburg, Germany) y el programa 
consistió en un paso de desnaturalización inicial a 95ºC por 2 minutos, seguido de 30 ciclos 
a 95ºC por un minuto, 60ºC por 30 segundos, 72ºC por 35 segundos y un paso de extensión 
final a 72ºC por 5 minutos. Los productos de amplificación se sometieron a una 
electroforesis en gel de agarosa 1,2 % con buffer de corrida TAE, a 100 V durante 30 
minutos. A continuación se tiño el gel con Bromuro de Etidio (10 mg/ml) y los productos de 
amplificación se visualizaron en un transiluminador UV (National Labnet Company, Modelo 
TM-26). 
Los amplicones se purificaron usando un kit de purificación (Qiagen) y fueron secuenciados 
por el servicio de secuenciación Macrogen Inc. por el método de Sanger (Sanger y col., 
1977). Las secuencias de nucleótidos fueron comparadas con las que se encontraron en el 
banco de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI) GenBank 
utilizando el algoritmo BLAST® (Basic Local programa BLAST alignment Search Tool) 
disponible en la página web del NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Las 
secuencias obtenidas fueron depositadas en el NCBI con los siguientes números de acceso: 
Inquilinus limosus (I): LN995702.1 y Burkholderia sp. (Bk): GQ478264.1.  
 




III.2.2 Preparación de los cultivos usados como inóculo 
 
III.2.2.1 Reactivación del consorcio 
 
Una alícuota del consorcio bacteriano, obtenido a partir del suelo del barrio Mosconi 
(coordenadas S34º52′31′′ W57º55′10′′), situado en la ciudad de Ensenada, perteneciente al 
polo petroquímico del partido de La Plata, Argentina (Festa y col., 2013) conservado en 
glicerol 40% a -80°C (solución stock) (Ruberto y col., 2009) fue reactivado en MML 
suplementado con 200 mg/L de fenantreno como única fuente de carbono y energía, y se 
incubó durante 7 días a 28°C con agitación, se filtró posteriormente para eliminar los 
cristales de fenantreno, se centrifugó, se lavó con agua destilada y se resuspendió en 0,85% 
de solución fisiológica (SF). 
Al consorcio luego de esta incubación se lo llamo “CON”. 
 
III.2.2.2 Preparación de los inóculos 
 
Para algunos de los ensayos se inoculó el consorcio (CON) con la cepa Sphingomonas 
paucimobilis 20006FA, y se llamó a este consorcio inoculado CON-I. Para ello una alícuota 
de la cepa criopreservada se creció toda la noche en R3 líquido a 28ºC con agitación. A 
continuación, se lavó tres veces con SF 0,85 % p/v (para eliminar fuentes de carbono). Se 
midió la densidad óptica, y sabiendo que 2.23 unidades de DO580 equivalen a 1x1010 
ufc/ml, se calculó el volumen necesario para obtener la concentración de 1x108 ufc/ml en 
cada experimento.  
 
III.2.2.3 Preparación de los consorcios sintéticos a partir de las cepas aisladas de CON 
 
Para obtener los consorcios sintéticos (CS) de interés, se cultivaron las cepas aisladas de 
CON (Sphingobium sp. (AM), Enterobacter sp. (B), Pseudomonas sp. (T y Bc-h), Inquilinus 
limosus (I), Burkholderia sp. (Bk) y la cepa exógena a CON, Sphingomonas paucimobilis 
(20006FA), taxonómica y filogenética relacionada con la cepa AM, individualmente en medio 
R2 líquido durante 24 horas a 28°C. Luego de ese tiempo se lavaron con SF 0,85 % p/v 
(para eliminar cualquier fuente de carbono remanente) y se inocularon conjuntamente 
combinándose según el CS que se quiso diseñar. La cantidad inoculada se determinó por 
medida de la densidad óptica. Se inocularon 100 µl de un cultivo con 0,2 de absorbancia a 
580 nm. Los consorcios sintéticos se incubaron en MML con 200 mg/L de fenantreno como 
única fuente de carbono y energía y se monitorearon durante 15 días a 28 °C y 250 rpm. 
 




III.2.3 Cinética de degradación de fenantreno  
 
III.2.3.1 Determinación de la concentración de fenantreno y ácido 1-hidroxi-2-naftoico  
 
La degradación de fenantreno (Carlo Erba, Milano, Italy) y la producción de ácido 1-hidroxi-
2-naftoico (AHN) por parte de las cepas aisladas, el consorcio CON-I y los consorcios 
sintéticos CS se determinó en MML con 200 mg/L de fenantreno como única fuente de 
carbono y energía. Se eligió esta concentración porque permitía el crecimiento de las cepas, 
y al mismo tiempo el método utilizado para medir la eliminación del PAH mostró ser más 
sensible en este rango de concentraciones de PAH. Para la extracción química, el volumen 
total de los cultivos se mezcló tres veces con acetato de etilo (1:2 acetato de etilo/cultivo), se 
agitó durante 30 minutos a 150 rpm y se conservó la fase orgánica. La misma fue guardada 
en frascos color caramelo a -20ºC. Posteriormente para la extracción del AHN se llevó a 
cabo, sobre la fase acuosa remanente, una acidificación a pH=2,5 con HCl concentrado y se 
realizaron otra serie de extracciones con el mismo solvente utilizado en las extracciones 
neutras. El análisis se realizó por triplicado y en cada tiempo de muestreo se sacrificaron los 
frascos para la extracción química. Se utilizaron triplicados de frascos sin inóculo como 
control para evaluar la pérdida abiótica. La concentración de fenantreno y la generación de 
AHN se determinó a los 0, 4, 7 y 15 días de incubación para todos los cultivos y a tiempos 
cortos (6 horas, 1, 2 y 3 días) para los CS y las cepas AM y 20006FA. El análisis de los 
extractos se llevó a cabo mediante Cromatografía Líquida de Alta Presión (HPLC) en fase 
reversa utilizando un cromatógrafo Waters® España, con una columna Symmetry Waters® 
España C18 (15 cm, 4.6 mm i.d., tamaño de perla 5 mm, tamaño de poro 100 Å) con un 
gradiente lineal metanol: ácido fosfórico (20:80 hasta los 15 minutos de corrida, 5:95 durante 
2 minutos y posteriormente 20:80 hasta llegar a los 19 minutos de corrida) y un flujo de 
1ml/min (Coppotelli y col. 2010). Los espectros de absorción al UV (250,9 nm) se obtuvieron 
utilizando un detector 2996 photodiode array (Waters®, España) y se analizaron con el 
software Empower. 
 
III.2.4 Determinación de la concentración de diferentes PAH  
 
La degradación de diferentes PAH (Antraceno, Dibenzotiofeno, Fluoreno y Pireno) por parte 
de la cepa 20006FA y los consorcios CON y CON-I se determinó en MML con 200 mg/L de 
cada PAH como única fuente de carbono y energía. El ensayo se realizó por triplicado. Para 
determinar la concentración de los PAH remanente se realizó la extracción secuencial 
descripta en el inciso III.2.3.1 
 




III.2.5 Cinética de degradación de ácido 1-hidroxi-2-naftoico 
 
III.2.5.1 Preparación de los cultivos 
 
Se adicionaron a frascos de 55 ml de capacidad una solución 0,75 g/L de AHN (Sigma- 
Aldrich, USA) en acetato de etilo, de modo de lograr una concentración final en cada frasco 
de 0,05 g/L, y se dejó evaporar el solvente bajo campana. A continuación, se agregan 10 ml 
de MML suplementado con 0,05 g/L de extracto de levadura. A los frascos de un ensayo se 
agregaron 1 ml del consorcio CON y se inocularon con 1x106 ufc/ml de la cepa 
Sphingomonas paucimobilis 20006FA mientras que los frascos para el segundo ensayo no 
se inocularon con la cepa. Se utilizaron frascos sin inóculo como control abiótico. Los 
cultivos se incubaron en agitación constante a 150 rpm y a 28ºC, durante 15 días. Este 
ensayo fue realizado por triplicado.  
 
III.2.5.2 Determinación de la concentración de ácido 1-hidroxi-2-naftoico  
 
Para determinar la concentración de AHN remanente se realizó la extracción ácida 
secuencial descripta en el inciso III.2.3.1. El análisis se llevó a cabo mediante una 
Cromatografía Líquida de Alta Presión/Resolución (HPLC) en fase reversa con un 
cromatógrafo Waters®, en una corrida isocrática utilizando metanol y ácido fosfórico (9:1). 
 
III.2.6 Estudios cualitativos de degradación de PAH e intermediarios metabólicos  
 
III.2.6.1 Estudio cualitativo de crecimiento y degradación de PAH en los cultivos 
 
Se prepararon frascos de 55 ml de capacidad con 10 ml de MML suplementado con 1 g/L de 
cada PAH como única fuente de carbono y energía y se inocularon los cultivos de CON, 
CON-I, CS y cepas aisladas el día 0 de tratamiento. Los cultivos se incubaron a 28°C y 150 
rpm, y se observó aparición de turbidez y/o coloración al cabo de 15 días de incubación.  
 
III.2.6.2 Estudio cualitativo de crecimiento y degradación de intermediarios de la ruta 
de degradación de fenantreno en cultivos de las cepas aisladas y CS 
 
Se prepararon frascos de 55 ml de capacidad con 10 ml de MML suplementado con 0,1 g/L 
y 0,05 g/L según el ensayo, de algunos intermediarios de las rutas de degradación de PAH 
(AHN, ácido salicílico o ácido ftálico) como única fuente de carbono y energía y se 




inocularon el día 0 de tratamiento. Los cultivos se incubaron a 28°C y 150 rpm y se observó 
aparición de turbidez y/o coloración al cabo de 15 días de incubación.  
 
III.2.6.3 Determinación cualitativa de la degradación de los intermediarios de la vía 
baja de degradación de fenantreno: catecol y 2,3-dihidroxibifenilo  
 
Se crecieron estrías de las cepas AM, Bk, I, B, Bc-h y T aisladas del consorcio en medio 
R3A diluido 1/10 y se incubaron a 28°C entre 2 y 5 días. Se realizó la inducción de las cepas 
con cristales de fenol durante 6 horas.  
Se realizaron ensayos para la determinación cualitativa de la actividad de enzimas 
involucradas en la degradación de 1) catecol y 2) 2,3-dihidroxibifenilo. 
En el primer ensayo se rociaron las estrías del cultivo con una solución de catecol como 
sustrato (Nelson y col., 1987). La enzima catecol 2,3-dioxigenasa es la responsable de 
romper el anillo aromático del catecol generando 2-hidroximucónico semialdehído, un 
compuesto ocre que puede ser sencillamente detectado a simple vista en la estría luego de 
30 minutos de incubación (Nelson y col., 1987).  
En el segundo ensayo se utilizó una solución de 20 mg/ml de 2,3-dihidroxibifenilo en 
acetona como sustrato. Este compuesto es clivado por la enzima 2,3-dihidroxibifenilo 1,2-
dioxigenasa, que forma un compuesto meta clivado también de coloración ocre, luego de 30 
minutos de incubación. 
 
III.2.7 Estudio de la dinámica de las poblaciones bacterianas durante la degradación 
de fenantreno y ácido 1-hidroxi-2-naftoico 
 
III.2.7.1 Recuento de bacterias heterótrofas totales  
 
Las bacterias heterótrofas cultivables se determinaron tomando 100 µl de cada cultivo, a los 
diferentes tiempos de incubación y se realizaron diluciones seriadas (1/10) en SF (Reasoner 
y Geldreich, 1985). Luego se sembraron por duplicado 100 µl de cada dilución en la 
superficie del medio de cultivo R2A utilizando una espátula de Drigalsky. Se incubó durante 









III.2.7.2 Recuento de bacterias degradadoras de PAHs mediante la técnica del número 
más probable (NMP)  
 
El NMP de bacterias degradadoras de PAH se determinó en placas de microtitulación de 96 
pocillos. Se utilizó como sustrato la mezcla de PAH en pentano (Wrenn y Venosa, 1996) que 
se incorporó a razón de 20 µl por pocillo. 
Se tomaron 100 µl de cada cultivo inoculado a los diferentes tiempos y se realizaron 
diluciones seriadas (1/10) en SF. Posteriormente, una vez evaporado el pentano, dejando 
una fina capa de PAH en el fondo de cada pocillo, se cargaron los pocillos con 180 µl de 
MML y con 20 µl de las diluciones de los cultivos por octuplicado. 
Las placas fueron incubadas a ± 22°C durante 21 días. Luego del período de incubación, los 
pocillos positivos se observan con una coloración amarilla, naranja al marrón debido a la 
acumulación de los productos parciales de oxidación de los sustratos aromáticos. El 
resultado se expresó como el NMP de bacterias degradadoras de PAH/ml.  
 
III.2.7.3 Recuento diferencial para los distintos morfotipos 
 
Durante el ensayo de recuento de bacterias heterótrofas totales, en cada tiempo de 
incubación se registró el número de los distintos morfotipos de colonias encontrados.  
 
III.2.8 Determinación de la estructura, dinámica y diversidad de los consorcios a nivel 
molecular 
 
III.2.8.1 Extracción de DNA total de CON, CON-I y CS 
 
A partir de un cultivo de CON, CON-I y los distintos CS en MML con 200 mg/L de 
fenantreno, de CON y CON-I con 50 mg/L de AHN y con 200 mg/L de antraceno, 
dibenzotiofeno, fluoreno y pireno a los 0, 4, 7 y 15 días de incubación, se extrajo el DNA con 
el Kit Qiagen Genomic-tips Kit (20G) (Qiagen Inc., Chatsworth, CA, USA) según las 








III.2.8.2 Determinación de los perfiles del 16S rRNA y separación mediante DGGE  
 
III.2.8.2.a Reacción de PCR  
 
El DNA de las cepas y de los distintos cultivos se amplificó utilizando un set de primers para 
eubacteria dirigidos a una región conservada del gen 16S rRNA, primer GC-341F 
(5´CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGGCCCGCCGCCCCCGCCCCCTCCTACGGGAGGC
AGCAG-3´) y primer 907R (5´-CCGTCAATTCCTTTG AGTTT) (Muyzer y col., 1998). La 
PCR se realizó en un volumen final de 30 µl de mezcla de reacción utilizando como molde 1 
µl de muestra del DNA extraído, 1 U de GoTaq DNA Polimerasa (Promega, Madison, WI), 
Buffer de reacción 1x recomendado por el fabricante de la enzima, 200 mM de BSA, 0,2 mM 
de cada dNTPs y 5 µM de cada primer y se completa con agua destilada estéril hasta 
volumen final. La amplificación fue realizada en un termociclador Mastercycler® Eppendorf 
(Eppendorf, Hamburg, Germany). El programa de PCR consistió en 1 ciclo de 4 minutos a 
94°C, 10 ciclos de 30 segundos a 94°C, 45 segundos a 62°C y 1 minuto a 72°C; 25 ciclos de 
30 segundos a 94°C, 45 segundos a 57°C y 1 minuto a 72°C con una extensión final de 10 
minutos a 72°C. Se evidencia la amplificación de cada muestra mediante electroforesis en 
gel de agarosa 1,2% a 90 volts por 30 minutos, utilizando TAE 1X como buffer de corrida y 
Bromuro de Etidio (10 mg/ml) para colorear el gel. Los productos amplificados de 
visualizaron en un transiluminador UV (National Labnet Company, Model TM-26). 
 
III.2.8.2.b Purificación del producto de PCR de las cepas aisladas 
 
Los productos de amplificación provenientes de cepa pura se purificaron utilizando el kit 
NucleoSpin ®Extract II (Macherey-Nagel, GmbH & Co. KG, Alemania) según las 
instrucciones del fabricante.  
 
III.2.8.2.c Análisis de la estructura mediante Electroforesis en gel con gradiente 
desnaturalizante (PCR-DGGE)  
 
Las electroforesis se realizaron en una cuba DGGE-2000 System (C.B.S. Scientific 
Company). Los productos de PCR fueron directamente sembrados sobre geles de 
poliacrilamida 6% p/v. El gel contenía un gradiente lineal de 40-70% para CON y CON-I y 
45-70% para los CS de desnaturalizante (100% desnaturalizante corresponde a la mezcla 
de urea 7 M y formamida 40% v/v). La electroforesis se realizó en buffer de corrida TAE 1X 
a una temperatura de 60°C, aplicando un voltaje constante de 100 volts durante 16 horas. 




Para evidenciar los productos obtenidos, el gel se tiñó con SybrGold® (1X) (Invitrogen) 
durante 30 minutos. El gel fue documentado por GelDoc EQ (Bio-Rad, Hercules, CA). 
 
III.2.8.3 Estudio de la composición bacteriana de CON-I mediante 454-
Pirosecuenciación 
 
Todo el proceso de pirosecuenciación, basado en protocolos establecidos y validados, se 
llevó a cabo en el laboratorio de investigación molecular MrDNA (Shallowater, TX) 
(http://www.mrdnalab.com/).  
Se realizó una amplificación por PCR sobre la muestra de DNA total de CON-I extraído a los 
4 días de incubación para obtener un fragmento de 568 pb del gen 16S rRNA conteniendo 
las regiones V3 y V4. Se utilizaron primers universales para bacterias, modificados con un 
código de barras. Los primers utilizados fueron 341Fbac (CCTACGGGAGGCAGCAG) 
(Muyzer y col., 1993) y 909R (CCCCGYCAATTCMTTTRAGT) (Tamaki y col., 2011). La 
reacción de PCR se llevó a cabo utilzando HotStarTaq Plus Master Mix Kit (Qiagen, 
Valencia, CA) bajo las siguientes condiciones: 1 ciclo de 94°C por 3 minutos, seguido de 28 
ciclos a 94°C por 30 segundos; 53°C por 40 segundos y 72°C por 1 minuto; una extensión 
final a 72°C durante 5 minutos. La muestra se secuenció utilizando los instrumentos y 
reactivos de Roche 454 FLX titanium siguiendo las instrucciones del fabricante.  
 
III.2.8.3.a Análisis del set de datos de pirosecuenciación 
 
Los datos de secuenciación generados por el procesamiento de alto rendimiento se 
analizaron utilizando un pipeline desarrollado en el laboratorio de investigación molecular 
MrDNA. Se eliminaron en primer lugar los códigos de barras y los primers de las secuencias 
obtenidas. Posteriormente se eliminaron aquellas secuencias cortas <200 pb con bases 
ambiguas y las secuencias con homopolímeros mayores a 6 pb. Se eliminó el ruido de las 
secuencias y las quimeras utilizando un software personalizado (Dowd y col., 2008a, 2008b) 
y el software B2C2 Black Box Chimera Check (disponible en 
http://www.researchandtesting.com/B2C2.html). Se chequeó la alta calidad de las 
secuencias basándose en el criterio utilizado por RDP versión 9 (Cole y col., 2009). 
Los datos de secuenciación se agruparon en Unidades Taxonómicas Operacionales (OTU) 
con un 3% de divergencia utilizando uClust. Los OTUs se clasificaron taxonómicamente 
utilizando el algoritmo BLASTn.NET (Dowd y col., 2005) contra una base de datos de alta 
calidad de secuencias del gen 16S rRNA derivada de GreenGenes (10-2011 version) 
(Edgar, 2010). Los resultados se compilaron y se validaron utilizando métodos taxonómicos 
basados en distancias (Dowd y col., 2008b, 2008c).  




La taxonomía se definió en base a los siguientes porcentajes: >97%, especie; entre 97% y 
95%, género sin clasificar; entre 95% y 90%, familia sin clasificar ; entre 90% y 85%, orden 
sin clasificar; entre 85% y 80%, clase sin clasificar; entre 80% y 77%, filo sin clasificar; 
<77%, sin clasificar. 
Para el análisis estadístico de los datos, se calcularon los números de Hill. Los números de 
Hill se definen por el orden “q” (qD), donde el parámetro “q” indica el peso dado a especies 
raras o comunes. Estos números comprenden la riqueza de especies [0D], el exponencial de 
la entropía de Shannon [1D] y la inversa del índice de Simpson [2D] (Hill, 1973). 0D es 
insensible a las frecuencias relativas, y por lo tanto se pondera hacia especies raras. 1D se 
pondera hacia especies comunes, y 2D se pondera hacia especies abundantes. La riqueza 
de especies (0D) se estimó mediante Chao1-bc, una forma corregida de Chao1 (Chao, 
2004). Las curvas de rarefacción y las medidas riqueza y la diversidad se calcularon 
utilizando el programa EstimateS (versión 9) (Colwell, 2013). El índice de Good estima el 
porcentaje total de OTUs bacterianos representados en la muestra, da información sobre la 
cobertura del análisis. Cuando su valor se acerca a 1.0 indica que las secuencias obtenidas 
representan la mayoría de las secuencias bacterianas presentes en la muestra 
(Rungrassamee y col., 2013). 
 
III.2.9 Aplicación de estrategias ómicas  
 
III.2.9.1 Análisis genómico de las cepas aisladas 
 
III.2.9.1.a Extracción de DNA de alto peso molecular 
 
Se preparó un cultivo de cada la cepa en caldo R3 y se incubó a 28°C y 150 rpm. A las 24 
horas de incubación se realizó la extracción de DNA genómico con el fin de obtener 
fragmentos mayores a 23 kb. El protocolo utilizado fue el descripto por Entcheva y col., 
(2001). La calidad del DNA extraído se corroboró mediante electroforesis en gel de agarosa 
0,8 % en TAE 1X a 70 v durante 90 minutos.  
 
III.2.9.1.b Ensamble y anotación de la secuenciación del genoma completo 
 
Se realizó la secuenciación y ensamble parcial de los genomas de las cepas aisladas de 
CON utilizando el método whole genome shotgun (WGS), mediante un secuenciador 
Illumina HiSeq1500 generando lecturas tipo paired-end (PE) 2 x 100 pares de lectura 
(INDEAR, Rosario, Argentina).  




Los datos de la secuencia Raw Illumina fueron recortados y filtrados con el protocolo 
Nextera® XT Illumina. El ensamblaje de novo de estas lecturas se llevó a cabo con la 
plataforma A5-miseq Assembly Pipeline (v. 2.0) de Illumina (Tritt y col., 2012). Se utilizaron 
dos estrategias para analizar los genomas. En primer lugar, se utilizó la versión 2.0 del 
servidor RAST (Rapid Annotation Subsystem Technology) (Aziz y col., 2008) para predecir y 
anotar los genes relacionados a la degradación de PAH. Luego, se trabajó con el servidor 
SEED Viewer (Overbeek y col., 2005) para categorizar los genes predichos en subsistemas 
funcionales. La asignación funcional de los genes se realizó mediante la búsqueda en 
diferentes bases de datos como KEGG, MetaCyc y EC-PDB, seguida de la curación manual 
utilizando el explorador genómico Artemis (Rutherford y col., 2000) 
(http://www.sanger.ac.uk/Software/Artemis). Para determinar cada secuencia codificante de 
proteínas (CDS, por la abreviatura de coding sequences en inglés) se realizó una alineación 
BLASTX por la base de datos NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). Las secuencias de los 
genomas de todas las cepas se anotaron y curaron por NCBI staff y se depositaron en 
GenBank WGS.  
 
III.2.10 Reconstrucción de la red metabólica guiada por los datos genómicos 
 
A partir de la ruta propuesta de degradación de fenantreno, se buscaron en la base de datos 
KEGG (Kanehisa y col., 2014) todas las reacciones que la componen y las enzimas que 




















Tabla III.1. Pasos de la ruta de degradación de fenantreno con el código de la reacción y el código de 
la enzima que cataliza la reacción (KEGG).  
 
Una vez identificadas todas las reacciones y las enzimas que formaban la ruta, se 
descargaron todas las secuencias de aminoácidos. En primer lugar, se utilizó la base de 
datos RHObase (Chakraborty y col., 2014), que contiene información específica sobre 
oxigenesas del tipo Rieske. La búsqueda en esta base de datos se hizo en base al código 
de reacción de KEGG. Sólo se encontraron secuencias para los pasos 1, 14 y 19. 
 
La siguiente base de datos consultada fue UniProt (UniProt Consortium, 2014), ya que 
incluye secuencias de alto nivel de anotación. Se realizaron dos búsquedas, primero 
utilizando el código de KEGG y luego el número de EC. Dado que RHObase es muy 
específica, es posible que secuencias que correspondiesen a oxigenasas no sean 
aceptadas por falta de evidencia fisiológica. Es por ello que la búsqueda en UniProt incluyó 
todos los pasos de la ruta. Esta búsqueda se hizo en 2 etapas, primero contra las 






Número de EC Código Enzima (KEGG)
S1 624 R05843 1.13.11.- K11943, K11944
S2 624 R04151 1.3.1.49 K18257
S3 624 R05650 1.13.11.- K11945
S4 624 R05642 5.1.2.- none
S5 624 R05648 4.1.2.- K11946
S6 624 R05649 1.2.1.- K11947
S7 624 R07657 1.13.11.38 K11948
S8 624 R07713 4.1.2.34 K11949
S9 624 R05643 1.2.1.78 K18275
S10 624 R09227 1.14.12.- K18251, K18252, K18253, K18254
S11 624 R09228 1.3.1.- K18255
S12 624 R01634 4.1.1.69 K18256
S13 624 R01631 1.13.11.3 K00448, K00449
S14 624 R05632 1.14.13.1 K00480
S15 626 R04117 1.13.11.56 K14583
S16 626 R05137 5.99.1.4 K14584
S17 626 R05136 4.1.2.45 K14585
S18 626 R02941 1.2.1.65 K00152
S19 626 R07709 1.14.13.172 K14578, K14581, K18242, K18243
S20 350 R02656 1.13.11.4 K00450
S21 626 R00818 1.14.13.1 K00480
S22 362 R00817 1.13.11.1 K03381
S23 362 R00816 1.13.11.2 K00446, K07104




UniProt, para intentar ampliar un poco más la búsqueda. Así aparecieron candidatos para el 
paso 14, en el que había evidencia fisiológica pero no encontrábamos las secuencias 
usando sólo RHObase. 
 
Una vez descargadas todas las secuencias, se usó la herramienta BLAST+ (Camacho y col., 
2009) para compararlas contra los seis genomas del consorcio. Se estableció un umbral de 
70% de identidad de secuencia y 70% de cobertura. De esta forma se encontraron genes 
candidatos para los pasos 4, 8, 13, 15, 16, 17, 18, 20, 21, 22 y 23. Como para los restantes 
pasos no se encontró ninguna secuencia que cumpla con esas condiciones, se decidió 
cambiar la estrategia de búsqueda.  
 
En primer lugar, se usó la base de datos Interpro (Finn y col., 2017), que contiene 
información sobre dominios conservados. Esta base de datos es menos confiable porque no 
contiene la secuencia completa de la enzima como tienen UniProt y RHObase. Además un 
mismo dominio puede llegar a formar parte de enzimas con diferentes funciones. El código 
de KEGG y el número de EC son más confiables, pero dado que no hay información por ese 
lado, es necesario abrir más la búsqueda a riesgo de ser menos específicos. Se descargó la 
secuencia de los dominios para todos los pasos restantes y se los comparó contra los 
genomas, usando nuevamente BLAST+, filtrando los resultados con porcentajes de 
identidad y cobertura menores a 70%. De esta forma, se encontraron genes candidatos para 
los pasos 3, 10 y 12, además de candidatos en Inquilinus para el paso 23, que poseía 
evidencia funcional pero no se habían encontrado las enzimas in silico.  
 
El siguiente paso fue utilizar la base de datos de ortólogos OrthoDB (Waterhouse y col., 
2012). Estas secuencias de enzimas tienen un ancestro en común, funcional y 
filogenéticamente relacionadas, pero podrían catalizar distintas reacciones. Así, se 
recuperaron genes candidatos para los pasos 5, 11 y 19.  
 
Para los pasos 6 y 9 se recurrió a la base de datos Pfam (Bateman y col., 2004), que posee 
información sobre familias de proteínas. Ambos reacciones pertenecen a la familia de las 
“Aldehído deshidrogenasas”, por lo que las secuencias utilizadas para la búsqueda fueron 
las mismas.  
 
Finalmente, los pasos 2 y 7 no presentaban ningún candidato que cumpliese las condiciones 
de porcentajes de identidad y de cobertura mayores a 70%, por lo que se decidió fijar el 
umbral de identidad en 50%. De esta forma, se pudieron encontrar genes candidatos para el 
paso 2 en UniProt y para el paso 7 en InterPro. 




Una vez realizadas todas las búsquedas, se reconstruyó la red metabólica usando 
Cytoscape (Shannon y col., 2003), variando el ancho de las uniones según el número de hits 
en cada genoma y el tipo de línea según el porcentaje de identidad. 
 
Este análisis se realizó en base al trabajo de Bargiela y Ferrer (2017) con la colaboración del 
Dr. Ariel Amadio y el licenciado José Matías Irazoqui (Estación Experimental Agropecuaria 
Rafaela, Instituto Nacional de Tecnología Agropecuaria (INTA), Santa Fe, Argentina). 
 
III.2.11 Análisis transcriptómico 
 
III.2.11.1 PCR Real Time 
 
III.2.11.1.a Selección de los set de primers para los ensayos de RT-qPCR  
 
Para los ensayo de RT-qPCR se utilizaron distintos set de primers. Un set para genes de 
referencia (housekeeping) dirigidos a una región conservada del gen 16S rRNA de 
Sphingobium sp. Además, se utilizaron set de primers dirigidos a secuencias de genes de la 
vía superior e inferior de degradación de fenantreno de ese género. En la tabla III.2 se 
muestran todos los primers utilizados en las reacciones de RT-qPCR, el nombre del gen, la 
secuencia (5’3’) y las Temperaturas de hibridación (Tm).  
 
La especificidad de los primers se verificó in silico mediante Artemis sobre el genoma de la 
cepa Sphingobium sp. AM. Además, también se realizó el mismo análisis para confirmar que 
estos primers no hibridan con los genomas de las otras cepas del consorcio. 
 
 





Tabla III.2. Nombre del Gen, set de primers elegidos para RT-qPCR, secuencias de cada primer y sus 
respectivas Temperaturas de hibridación (Tm) en grados centígrados. Set de primers (Khara y col., 
2014). 
 
III.2.11.1.b Amplificación de los genes dioxigenasa y optimización de la temperatura 
de hibridación  
 
Las reacciones de amplificación se realizaron a partir de las muestras de DNA del cultivo 
puro de la cepa AM siguiendo la reacción de PCR: 1 ciclo a 95°C por 10 minutos, 45 ciclos 
de 10 minutos a 95°C, 15 segundos a la Tm de cada primer, 15 segundos a 72°C y por 
último un ciclo de 5 minutos a 72°C. Esta PCR se realizó en gradiente variando el rango de 
Gen 
Nombre del set 
de primers 
utilizados
Secuencia del primer (5’- 3’) Tm (°C)
16S rRNA_ RT_F GTAGGCGGCGATTTAAGTC
16S rRNA_ RT_R ACAATCGTCCAGTGAGCC
xylE _ RT_F CGTGGATATAGCCAGTTCG











xylX _ RT_F AAGTCCGGCGATGTCG


















TetR family transcriptional regulator 
(orf781)
58
Catechol 1,2-dioxygenase (catA) 53
Ferredoxin reductase (ahdA4) 55




(2Fe-2S)-binding protein (ahdA1e) 55
Benzoate 1,2-dioxygenase subunit 
alpha (xylX)
55




Benzoate 1,2-dioxygenase subunit 
alpha (ahdA1c)
58
Benzoate 1,2-dioxygenase subunit 
alpha (ahdA1d)
58
Sphingobium  housekeeping 16S 
rRNA
62
Catechol 2,3-dioxygenase (xylE) 60
Naphthalene dioxygenase (ahdA1f) 55




Tm entre 55°C y 62°C, en un termociclador Mastercycler® epgradient (Eppendorf, Hamburg, 
Germany). La presencia y el tamaño de los fragmentos de amplificación se verificaron 
mediante corridas electroforéticas en gel de agarosa. Luego las secuencias fueron analizas 
en Macrogen para chequear el tamaño del inserto y especificidad de producto.  
 
III.2.11.1.c Obtención de los cultivos para la extracción de RNA  
 
Se prepararon cultivos independientes de la cepa Sphingobium sp. AM y de las cepas que 
conforman el consocio sintético CS-1 (elegido para realizar el análisis transcriptómico) en 
100 ml de R3 líquido y se incubaron 24 horas en agitación. Se centrifugaron 10 minutos a 
6000 rpm y se inocularon 1.109 ufc/ml del cultivo de la cepa pura y del CS-1, determinados 
por medida de densidad óptica (DO580nm), en 100 ml de MML sin fuente de carbono. Los 
cultivos se incubaron en agitación durante 7 días. Se realizó un recuento de bacterias 
heterótrofas cultivables el día 0 y al finalizar los 7 días de incubación.  
Los cultivos se centrifugaron 10 minutos a 6000 rpm y se resuspendieron en SF. Se midió la 
DO580nm y se inocularon 1.10
9 UFC totales en 100 ml de MML suplementado con 200 mg/L 
de fenantreno por duplicado. Los cultivos se filtraron para descartar restos de cristales de 
fenantreno, se centrifugaron y los pellet se lavaron con agua ultra pura milli-Q.  
Se tomaron muestras de AM y CS-1 a los tiempos de incubación de 2, 8, 24, 72 y 96 horas.  
Las muestras obtenidas en cada condición fueron resuspendidas en RNA later® (Sigma 
Aldrich) y almacenadas a -80 °C para la conservación del RNA (o para prevenir la 
degradación del mismo).  
 
III.2.11.1.d Extracción de RNA total mediante kit comercial 
 
Para todo el trabajo de laboratorio con RNA se utilizó siempre material libre de RNasas (de 
fábrica y por esterilización rigurosa). La extracción de RNA se llevó a cabo con RNeasy 
Protect Bacteria Mini Kit (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se descongeló 
el cultivo bacteriano en hielo y se centrifugó a 10000 rpm 15 minutos a 4ºC para eliminar el 
RNA later®. Previo a la lisis, se agregó 1 ml de Tioisocianato de guanidina (Trizol® 
Invitrogen) para mejorarla lisis celular. Se llevó a cabo una incubación por 5 minutos a 
temperatura ambiente. Se agregaron 200 µl de cloroformo, y una vez separadas las fases 
por centrifugación a 11.300 rpm durante 15 minutos a 4ºC, se transfirió la fase acuosa a una 
columna y se centrifugó a 8000-10000 rpm hasta obtener todo el lisado. Se lavaron las 
columnas con 700 µl de buffer RW1. Se trataron dos veces con 500 µl de RPE y se llevó a 
cabo una última centrifugación de 2 minutos para eliminar el etanol. Se eluyó el RNA en dos 




pasos adicionando 30-50 μl RNAse Free water e incubando 1 minuto a temperatura 
ambiente.  
Se midió la concentración del RNA extraído en el NanoDrop 2000 (Thermo-ScientificTM). Se 
almacenó en fracciones con 1 µg de muestra y se conservó a -80°C. Para comprobar la 
integridad del RNA total extraído y verificar la presencia de las tres bandas de ácidos 
nucleicos correspondientes al RNA ribosómico 23S, 5S y 16S se realizó una electroforesis 
en geles de agarosa desnaturalizantes durante 10 minutos a 120-140 V. 
 
III.2.11.1.e Evaluación de la cantidad y calidad de RNA 
 
La cuantificación de la cantidad de RNA obtenido en cada muestra se llevó a cabo midiendo 
la absorbancia con un espectrofotómetro (NanoDrop 2000, Thermo-ScientificTM), que permite 
la determinación de la concentración a partir de pequeños volúmenes de muestra (1 µl), 
utilizando la relación DO260nm/DO280nm como estimadora de la pureza del material genético 
extraído. Valores de la relación por debajo de 1,8 indican contaminación por proteínas o 
fenol. Valores cercanos a 1,8 – 2 indican una baja contaminación de la muestra.  
La calidad del RNA se evaluó en geles de agarosa al 1%. Se consideró que el RNA estaba 
degradado (descartándose la muestra) si no se podían distinguir nítidamente las bandas 
correspondientes al RNA ribosomal 16S. 
En la tabla III.3 se muestran las concentraciones de RNA obtenidas para AM y CS en los 

























III.2.11.1.f Síntesis de cDNA 
 
Para la obtención de RNA completamente libre de DNA, se realizó la digestión del RNA con 
DNAasa. Para ello se trató 1 µg de cada muestra de RNA con DNasa I (Promega RQ1) 
durante 45 minutos a 37ºC. El RNA libre de DNA se usó como molde para sintetizar el cDNA 
utilizando la Transcriptasa Inversa M-MLV (Invitrogen) y el primer Hexameral Random 
(Thermo Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante. Tras la síntesis del cDNA, se 
eliminó el RNA añadiendo RNasa (40U/µl). El cDNA obtenido se conservó a -80°C. 
Tanto la extracción de RNA como la síntesis de cDNA se realizaron por duplicado de 
cultivos independientes en cada condición. 
 
III.2.11.1.g Amplificación mediante RT-qPCR  
 
La RT-qPCR (PCR en tiempo real con transcriptasa reversa) es una variante de PCR 
convencional que permite cuantificar la expresión génica. A diferencia de la PCR, la 
inclusión en la reacción de un intercalante y la tecnología adecuada para la detección de la 
intensidad de fluorescencia en cada ciclo, la convierte en una herramienta cuantitativa y no 
solo cualitativa. La síntesis de cDNA que precede la RT-qPCR nos capacita para evaluar los 
niveles de un determinado RNA mensajero presente en la muestra. 
La reacción de RT-qPCR se realizó en 10 μl de mezcla de reacción con 1 μl de molde de 
cDNA, 1 μM de cada set de primers forward y reverse, 0,2 μl de BSA (Sigma) 2x SYBR 
Green PCR Master Mix (Promega) (en presencia del buffer suministrado por el fabricante 
que contiene 1,5 mM de MgCl2, 0,1 mM dNTPs, una dilución 1:10000 de Sybr Green y 0,5 U 
de Taq Platinum polimerasa) y agua milli-Q ultrapura hasta alcanzar el volumen final de 
reacción. La amplificación se llevó a cabo en un qTOWER 2.2 - Real-Time PCR Thermal 
Cycler, Analytik Jena, y el programa consistió en un paso de desnaturalización inicial a 95ºC 
por 10 minutos, seguido de 45 ciclos de desnaturalización a 95ºC por 10 segundos, 
alineamiento a 55ºC por 15 segundos, elongación a 72ºC por 15 segundos y un paso de 
extensión final a 72ºC por 5 minutos. La especificidad de la amplificación de la RT-qPCR se 
determinó mediante el análisis de la curva de fusión (Tm) para detectar la presencia de 
dímeros de primers. Después del paso de extensión final, se adicionó este ciclo final a la 
amplificación de 1 minuto a 95ºC, 30 segundos a 55ºC y 30 segundos a 95ºC.  
Se utilizaron placas de 96 pocillos, evitando la formación de burbujas y procurando que todo 
el material se encuentre en el fondo del pocillo, en caso contrario se obtendrían lecturas 
anómalas de la fluorescencia. El ensayo de RT-qPCR se realizó por triplicado de muestras y 
controles negativos. Los controles negativos consistieron en blancos de PCR con la mezcla 
de reacción y de blancos de PCR que contenían la mezcla y 1 μl de agua milli-Q ultrapura. 




Las diferencias entre Cts se calcularon en cada muestra para cada gen de interés de la 
siguiente manera: Ct gen de interés – Ct de gen 16S rRNA como gen marcador de 
referencia. Este control interno (16S rRNA) permite eliminar la variación debida a posibles 
diferencias producidas por la degradación parcial del RNA en alguna muestra, distinta 
eficiencia en la transcripción inversa, errores de pipeteo, etc., y que no son causadas por 
diferencias en la expresión (Hernandez y col., 1994). Los cambios relativos en el nivel de 
expresión de un gen específico se calcularon mediante el método Delta-Delta Ct 
desarrollado por PE Applied Biosystems (Perkin Elmer, Forster City, CA) en base a la 
fórmula 2-ΔΔCT. Se obtuvieron las relaciones de expresión para los diferentes genes 
dividiendo los valores de potencia normalizados en las diferentes condiciones, utilizando la 
condición de 2 horas de cada cultivo como referencia, y el 16S como gen reportero. 
Las eficiencias de los pares de primers seleccionados se verificaron mediante RT-qPCR 
utilizando como molde diluciones seriadas de una mezcla equimolar de cDNA de todas las 
condiciones ensayadas. El cálculo de la eficiencia siguió la fórmula: % Eficiencia de la PCR: 
E = 10 (-1/pendiente) – 1 x 100. 
 
III.2.12 Análisis proteómico 
 
III.2.12.1 Obtención de proteínas de la cepa Sphingomonas paucimobilis 20006FA 
 
Se prepararon 6 cultivos independientes de la cepa Sphingomonas paucimobilis en 500 ml 
de MML suplementado con 0.05 g/L de extracto de levadura. Se prepararon cultivos con 0,2 
g/L de glucosa o 0,84 g/L de fenantreno como única fuente de carbono y energía. El 
fenantreno fue agregado al medio en forma de cristales. Se inoculó 1x107 ufc/ml de la cepa 
en cada experimento y se mantuvo en agitación constante de 150 rpm a 28°C durante los 
ensayos estudiados. Los cultivos se cosecharon, y para los cultivos de fenantreno también 
se filtraron para eliminar los cristales de fenantreno, a dos tiempos de incubación diferentes, 
en la fase logarítmica de 24 horas y en la fase estacionara de 96 horas. Los filtrados se 
centrifugaron a 6000 rpm durante 10 minutos, y el pellet se lavó tres veces con agua 
bidestilada estéril. Las células resuspendidas en agua bidestilada, se concentraron hasta 
llegar a una DO580 mayor a 20 unidades, y se mantuvieron a -80ºC para la posterior 
determinación de proteínas presentes. Cada condición de crecimiento evaluada se realizó 








III.2.12.2 Obtención de proteínas del consorcio inoculado (CON-I) 
 
Se prepararon cultivos con 500 ml de MML suplementado con 200 mg/L de fenantreno y se 
inocularon con 10 ml de CON inoculado con 1x107 ufc/ml de la cepa Sphingomonas 
paucimobilis 20006FA. Se incubaron a 28°C con agitación constante de 150 rpm. Los 
cultivos se cosecharon y filtraron para obtener las proteínas de CON-I a los 4 y 15 días de 
incubación. Se procedió con la obtención de proteínas al igual que en el inciso III.2.12.1.  
Los cultivos se centrifugaron a 6000 rpm durante 10 minutos, y el pellet se lavó tres veces 
con en agua bidestilada estéril. Las células resuspendidas en agua bidestilada, se 
concentraron hasta llegar a una DO580nm mayor a 20 unidades. Se mantuvieron a -80°C para 
posterior determinación de proteínas. Cada condición de crecimiento evaluada se realizó por 
triplicado.  
 
III.2.12.3 Preparación del lisado celular para estudios proteómicos  
 
A cada muestra se le agregaron 2,5 µl, por cada 4 ml de muestra, de un cóctel de 
inhibidores de proteasas y 5 mM de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF). La suspensión de 
células se rompió utilizando un agitador mecánico Precellys R 24 (Bertin Technologies, 
France) y perlas hasta clarificación (tres veces 30 segundos, 6500 rpm). Luego de la ruptura 
los restos celulares se lavan centrifugando 10 minutos dos veces a 6000 g, reteniendo el 
sobrenadante. Se adicionaron 3 volúmenes del buffer de solubilización suplementado con 
fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF) 5 mM e inhibidor de proteasa (recién preparado). Se 
sometieron a agitación suave durante 60 minutos en esa solución de solubilización y se 
centrifugan a 13.000 g durante 10 minutos.  
 
III.2.12.4 Determinación de la concentración de proteínas 
 
La determinación de la concentración de proteínas en el sobrenadante fue determinada 
mediante el Kit 2-DE Quant (GE Healthcare Bio-sciences, USA) y el reactivo de Bradford 
(Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent).  
 
III.2.12.5 Precipitación de proteínas 
 
Cuando fue necesario obtener una concentración mayor de proteínas, a 1 ml de la muestra 
se adicionaron de a gotas y en frío 278 µl de ácido tricloroacético al 50%, se mezcló con 
vortex y se incubó toda la noche (ON) a 4°C. Se centrifugó 10 minutos a 16.000 g, y el 




precipitado se lavó dos veces con acetona fría al 90%. Luego se dejó secar a temperatura 




Se prepararon los geles de acrilamida concentración y separación (10 %) y se sembraron 
las proteínas solubilizadas con el buffer de carga en la parte superior. La electroforesis se 
realizó utilizando un Mini-PROTEAN Tetra Cell, 4 gel System (Bio-Rad) a 100V durante 2 
horas (se aumenta el voltaje de 50V a 100V una vez que las muestras hayan llegado al final 
del gel concentración) hasta que la migración frontal en el gel llega al final del mismo. Los 
geles SDS-PAGE se calibraron con un marcador de peso molecular PageRuler ™ Presence 
Protein Ladder (10-170 kDa) (Pierce Endogen) y se tiñeron con Coomassie blue G 250.  
 
III.2.12.7.a Análisis de las imágenes de los geles  
 
Las imágenes de los geles se capturaron usando el documentador Universal Hood II gel 
documentation system, (Bio-Rad laboratories Inc., Hercules, CA, USA) y el análisis se 
realizó con el software Proteome Weaver (Bio-Rad, Hercules, CA., Munich, Alemania). Cada 




Para el enfoque isoeléctrico (IEF), se utilizaron tiras de IPG prefabricadas de 7 y 18 cm en el 
rango de pH 4-7 (Immobiline DryStrips, GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Suecia). 
Las muestras de proteínas solubilizadas se mezclaron con buffer de rehidratación recién 
preparado para obtener una concentración final de proteínas de 250 μg en 125 μl y se 
cargaron sobre las tiras IPGs pH 4-7 como se describió en Sanchez y col., (1999). A 
continuación, las tiras se cubrieron con 3 ml de IPG Cover Fluid para evitar la evaporación y 
la cristalización de urea y se rehidrató a temperatura ambiente durante la noche (ON).  
El isoelectroenfoque se realizó en una unidad Ettan IPGphor 3 IEF (GE Healthcare Bio-
Science) empleando el siguiente perfil de voltaje: un aumento lineal de 0 a 500 V para 
eliminar sales y contaminantes cargados, seguido de una rampa lineal de tensión 1 hora a 
1000 V. En el paso de enfoque final, se mantuvo la tensión máxima de la rampa (hasta 5000 
Vh) y la corriente no excedió los 50 uA/banda. Las tiras enfocadas se utilizan 
inmediatamente para la segunda dimensión o se almacenaron a -80°C hasta su uso. 




Para la preparación para la segunda dimensión, las tiras IPG fueron incubadas 1 hora en 3 
ml de buffer de equilibrio suplementado con ditiotreitol (DTT) 20 mM (PlusOne) seguido por 
una incubación (1 hora) en la misma solución pero reemplazando DTT por 20 mM de 
Iodoacetamida (IAA) (GE Healthcare).  
 
III.2.12.9 Segunda dimensión 
 
Después de la etapa de reducción/alquilación, las tiras de IPG se colocaron en la parte 
superior de un gel al 10% de acrilamida SDS-PAGE y se sellaron con agarosa al 0,5% en 
buffer de electroforesis con azul de bromofenol 0,002% (p/v). La separación en la segunda 
dimensión se llevó a cabo en una unidad de electroforesis Mini PROTEAM Tetra Cell (Bio-
Rad, Hercules, CA) a 40 V a 20 °C hasta que el frente del colorante alcanzó el extremo 
inferior del gel. Los geles se calibraron con un marcador de peso molecular PageRuler ™ 
(10-170 kDa) (Pierce Endogen) y se tiñeron con Coomassie blue G 250. Las imágenes de 
los geles 2-DE se capturaron usando el Universal Hood II (Bio-Rad, Hercules, CA). 
 
III.2.12.9.a Análisis de las imágenes de los geles 
 
La detección de spots, la cuantificación de abundancia coincidente, y la normalización de las 
imágenes se realizó con el software ProteomeWeaver 4.0 (Bio-Rad, Hercules, CA). Después 
de normalizar la intensidad de los spots con el mismo programa, las proteínas con cambios 
significativos en la expresión se procesaron para el análisis posterior por espectroscopia de 
masas (MS). Todos los estudios se realizaron por triplicado. 
 
III.2.12.9.b Identificación de proteínas 
 
Los spots de proteínas de interés fueron extirpados manualmente del gel con un tip de 
micropipeta y se colocaron en un eppendorf con 50 μl de agua bidestilada. Posteriormente 
se analizaron en el Centro de Estudios Químicos y Biológicos por Espectrometría de Masa 
(CEQUIBIEM) en la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos 
Aires. Se llevó a cabo una digestión tríptica en gel y se analizaron los péptidos extraídos en 
un UV-MALDI-TOF/TOF (UltraflexII Bruker Daltonics). Los softwares utilizados para la 
visualización de espectros y la identificación de proteínas fueron Flex Analysis (v. 3.3) y 
BioTools (Bruker Daltonics), vinculados a MASCOT (Matrix Science, Boston, MA © 2016 
http://www.matrixscience.com/) y el algoritmo NCBInr para búsqueda en las bases de datos 
de secuencias de proteínas. El score de las proteínas se calculó como -10 * Log (𝑃), donde 
𝑃 es la probabilidad de que un match observado fuera un evento aleatorizado.  




La identificación de proteínas se realizó con la colaboración de la Dra. María Pía Valacco 
(IQUIBICEN, FCEN-UBA, Buenos Aires, Argentina).  
 
III.2.13 Análisis estadístico 
 
Se calcularon los valores promedios y las desviaciones estándar de tres réplicas en 
diferentes ensayos. Los valores promedio se compararon mediante el test de análisis de 
varianza (ANOVA) P<0,05. Se realizó un análisis de two-way ANOVA post-hoc test Tukey 
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IV. Diseño de consorcios bacterianos con alta eficiencia de degradación de PAH: 
Estrategia I 
 
Con el desafío de diseñar consorcios que puedan resultar inoculantes eficientes en la 
degradación de hidrocarburos policíclicos aromáticos (PAH) en suelos contaminados, y de 
analizar un sistema más simple para estudiar la competitividad de un microorganismo 
introducido dentro de una comunidad bacteriana, se decidió inocular el consorcio natural 
CON obtenido en nuestro laboratorio (Festa y col., 2013), con una cepa con alta eficiencia 
de degradación. Se seleccionó a la cepa Sphingomonas paucimobilis 20006FA aislada a 
partir de un microcosmo de suelo prístino de La Plata artificialmente contaminado con 2000 
mg/kg fenantreno (Coppotelli y col., 2008). Esta cepa se designó como buen candidato para 
ser utilizada como inoculante en la remediación de suelos contaminados con PAH, debido a 
sus propiedades ecológicas y su capacidad para mineralizar fenantreno (Coppotelli y col., 
2010). 
 
IV.1 Consorcio natural CON 
 
El consorcio CON fue obtenido a partir de un suelo crónicamente contaminado con PAH 
(Festa y col., 2013). Se estudió su diversidad, estructura y funcionalidad durante la 
degradación de fenantreno en medio líquido por métodos clásicos y moleculares (Festa y 
col., 2013; Festa y col., 2016a). 
Por métodos moleculares, se estudió la diversidad mediante pirosecuenciación de los 
fragmentos de PCR del gen 16S rRNA a partir del DNA total de CON extraído el día 4 de 
incubación en MML con fenantreno como única fuente de carbono y energía. La frecuencia 
relativa de filotipos reveló la presencia de 7 órdenes bacterianos pertenecientes al filo 
Proteobacteria: Sphingomonadales (87,2%), Rhodospirillales (1,2%), Rhizobiales (0,3%) 
(pertenecientes a la clase Alphaproteobacteria), Xanthomonadales (0,7%), 
Pseudomonadales (0,6%), Enterobacteriales (7,6%) (pertenecientes a la clase 
Gammaproteobacteria) y Burkholderiales (2,5%) (pertenecientes a la clase 
Betaproteobacteria). A nivel de género se observaron las siguientes abundancias relativas 
en orden decreciente: Sphingobium (86,6%), Klebsiella (7,6%), Burkholderia (2,5%), 
Inquilinus (1,2%), Luteibacter (0,7%), Sphingomonas (0,6%), Pseudomonas (0,6%) y 
Bradyrhizobium (0,3%). Estos datos fueron actualizados en 2017 según la base de datos 
SILVA (Quast y col., 2012) (http://www.arb-silva.de).  
 
 




A partir de los ensayos de la cinética de degradación de fenantreno en MML suplementado 
con 200 mg/L como única fuente de carbono y energía se demostró que CON degrada un 
59% de fenantreno y acumula 28 ± 10 mg/L de ácido 1-hidroxi-2-naftoico (AHN) luego de 7 
días de incubación (Festa y col. 2013). 
 
IV.2 Sphingomonas paucimobilis 20006FA  
 
En trabajos previos, se demostró que la cepa 20006FA (con una morfología de colonia 
amarilla, Figura IV.1) exhibe mecanismos para favorecer la biodisponibilidad del fenantreno 
como la producción de biosurfactantes y la adhesión de las células a la superficie de 
cristales de fenantreno. También acumula AHN y ácido salicílico como metabolitos 
principales, y tiene la capacidad de crecer en salicilato de sodio como única fuente de 
carbono y energía, demostrando que S. paucimobilis 20006FA poseería por lo menos una 
de las vías completa de degradación de fenantreno (Coppotelli y col, 2010).  
En este trabajo se profundizó el estudio de la cepa 20006FA mediante ensayos de 
degradación de PAH y análisis ómicos. Se evaluó la capacidad de degradar fenantreno en 
distintas concentraciones y diferentes PAH, junto a los metabolitos generados durante el 
proceso de degradación. Se estudió el genoma para identificar genes de la vía de 
degradación de fenantreno y posibles reguladores de las vías de degradación de PAH. 
Mediante geles 2-DE, se analizó el proteoma a diferentes tiempos de la degradación de 
fenantreno y se integraron estos resultados para mostrar una ruta de degradación de 













IV.3 Resultados  
 
IV.3.1 Caracterización de la cepa Sphingomonas paucimobilis 20006FA 
 
IV.3.1.1 Estudio de la capacidad de degradación de fenantreno en cultivos líquidos de 
Sphingomonas paucimobilis 20006FA 
 
Para determinar y cuantificar la degradación de fenantreno y la producción del principal 
metabolito intermediario, el AHN, se prepararon cultivos de 20006FA con distintas 
concentraciones de fenantreno como única fuente de carbono y energía y se realizó un 
análisis químico por HPLC.  
Las figuras IV.2 a y b representan, respectivamente, el fenantreno remanente y el AHN 
producido en el cultivo de cepa 20006FA en MML suplementado con 0,84 g/L de fenantreno 
durante 161 horas de incubación.  
La biodegradación de fenantreno (Figura IV.2 a) se modeló utilizando una función logística 
de tres parámetros descrita por la ecuación: PHN = P + ae-bt (donde t es el tiempo de 
tratamiento y PHN es la concentración de fenantreno en el tiempo t, y a y b son constantes 
que definen la curva de acuerdo con los datos de entrada). En esa ecuación, el parámetro 
(P) modula la tasa de eliminación de fenantreno a lo largo del tiempo. Ese parámetro podría 
estar representado por una influencia que depende de la concentración de fenantreno (PHN) 
y, por lo tanto, podría entonces involucrar al menos uno de los metabolitos acumulados 
(Figura IV.2 b). 
A partir de las curvas de degradación en 0,84 g/L de fenantreno y generación de AHN, se 
observó que la tasa de eliminación de fenantreno disminuyó significativamente a lo largo del 
tiempo (Figura IV.1 a), simultaneamente con la acumulación del AHN (después de 24 horas; 
Figura IV.1 b). El AHN se acumuló durante el período de incubación alcanzando una 
concentración máxima de 0,166 g/L en 161 horas. Para la producción de AHN (Figura IV.2 
b), la curva de ajuste se obtuvo utilizando una función logística de dos parámetros Y = a (1 - 
e-bt), que muestra un aumento exponencial hasta un máximo, donde t es el tiempo de 
tratamiento y a y b son constantes que definen la curva de acuerdo con los datos de 
entrada. 
 






Figura IV.2. Concentración de fenantreno (a), ácido 1-hidroxi-2-naftoico (AHN) (b) y recuentos de 
bacterias heterótrofas totales (c) en el cultivo de cepa 20006FA en MML suplementado con 0,84 g/L 
de fenantreno como única fuente de carbono y energía durante 161 horas de incubación. Se grafican 
los valores promedio de tres réplicas biológicas y su respectiva desviación estándar. El ajuste de las 
curvas a las ecuaciones fue obtenido por SigmaPlot V10, Systat software, Inc., San José, CA. Las 
curvas de los gráficos a y b son las concentraciones estimadas según las funciones que mejor se 
ajustan a los datos.  




La figura IV.1 c muestra la cinética de crecimiento de la cepa 20006FA en el cultivo con 0,84 
g/L de fenantreno; el crecimiento se determinó mediante recuentos de UFC en placas de 
R2A. En esas condiciones, la tasa de crecimiento fue de 0,146 h-1 (r2 = 0,995) y el tiempo de 
duplicación 4,72 h. Se observó que luego de 20 horas el cultivo entró en fase estacionaria, 
sin embargo, a ese tiempo, la tasa de degradación aún se mantenía elevada (Figura IV.1 a). 
En la tabla IV.1 se muestran los porcentajes de degradación de fenantreno y la 
concentración de AHN (g/L) producida durante 15 días de incubación en MML conteniendo 
0,84 g/L y 0,2 g/L de fenantreno. Al medir el fenantreno remanente en los cultivos de 0,84 
g/L, se observó que la degradación alcanzó un 60 ± 11% después de 15 días incubación. En 
cambio, cuando la cepa se cultivó con una concentración menor de fenantreno (0,2 g/L), fue 
capaz de degradar el 98,45 ± 0,03% en 15 días. Este resultado confirmaría que el parámetro 
P de la ecuación PHN = P + ae-bt depende de la concentración inicial de fenantreno. En los 
cultivos de mayor concentración, la cepa acumuló 0,08 ± 0,01 g/L de AHN el día 15 y en los 
cultivos de 0,2 g/L, alcanzó una concentración de 0,08 ± 0,02 g/L el día 2, que no se detectó 
al final del ensayo. Cuando 20006FA crece en la mayor concentración de fenantreno, 
produce concentraciones de AHN significativamente más altas (a las 161 horas de 
incubación), y aunque posteriormente se observó la eliminación del mismo, la degradación 




Tabla IV.1. Porcentaje de degradación de fenantreno y concentración de AHN en g/L en cultivos de 
20006FA en MML suplementados con fenantreno 0,84 g/L después de 24, 96, 161 horas y 0,2 g/L 
después de 48 horas 7 y 15 días de incubación. Los valores corresponden al promedio de tres 






Tiempo de incubación 
% de Degradación de 
Fenantreno 
Acumulación de AHN 
(g/L)
24 h 15 ± 2 0,07 ± 0,01
96 h 44 ± 5 0,138 ± 0,007
161 h 49 ± 1 0,17 ± 0,03
15 días 60 ± 11 0,08 ± 0,01
48 h 89,8 ± 0,7 0,08 ± 0,02
7 días 91,8 ± 0,1 ND
15 días 98,45 ± 0,03 ND
0,20
0,84





IV.3.1.2 Estudio del potencial de degradación de Sphingomonas paucimobilis 20006FA 
 
Se estudió cualitativamente la capacidad de degradar diferentes compuestos aromáticos, 
entre ellos algunos de los 16 PAH incluidos en la lista de contaminantes prioritarios de la 
Agencia de Protección Ambiental de los Estados Unidos (USEPA 2001; 2010) y tres de los 
metabolitos intermediarios de la degradación de PAH de 20006FA. La cepa se cultivó en 
MML suplementando con los distintos compuestos durante 15 días en agitación a 28°C 
(Tabla IV.2). El resultado se consideró positivo con la aparición de color amarillo/naranja en 
el medio de cultivo, propio de los productos intermediarios de la degradación, que indica la 
ruptura del anillo, y turbidez como indicio del crecimiento microbiano. El espectro de 
degradación de la tabla IV.2 mostró que la cepa pudo degradar sólo tres PAH, aunque 





Tabla IV.2. Degradación y crecimiento en 1 g/L de diferentes hidrocarburos policíclicos aromáticos 
(PAH) y 0,05 g/L de intermediarios de la degradación de PAH por la cepa Sphingomonas paucimobilis 
20006FA. +: degradación /crecimiento, -: no detectado. *: Hidrocarburos policicíclicos aromáticos 
incluidos en la lista de contaminantes prioritarios de la USEPA. 
 
 
PAH y metabolitos intermediarios Color Turbidez
Acenaftileno* - -
Antraceno* + +
Benzo[a ]antraceno* - +
Criseno* - +




Ácido 1-hidroxi-2-naftoico + +
Ácido salicílico + +
Ácido ftálico + +




Se observó un resultado positivo en los 3 intermediarios estudiados. En trabajos previos se 
evidenció que la cepa puede metabolizar el ácido salicílico (Coppotelli y col., 2010), y en 
esta nueva caracterización se pudo observar que también puede metabolizar el ácido ftálico 
que se manifiesta por el crecimiento bacteriano y color en el medio de cultivo (Figura IV.3), 
lo que indicaría que la cepa 20006FA podría seguir a partir del AHN tanto el meta como el 
orto clivaje de la ruta de degradación de fenantreno (Figura señalador) ya que degrada los 





Figura IV.3. Fotografía de los cultivos de la cepa Sphingomonas paucimobilis 20006FA en MML 
suplementados con 0,05 g/L de ácido ftálico y un control abiótico luego de 15 días de incubación.  
 
 
Como se conoce que la cepa acumula AHN, metabolito clave durante la degradación de 
fenantreno, y se observó crecimiento cuando se inoculó en cultivos con AHN como única 
fuente de carbono y energía, se cuantificó la degradación en MML suplementado con 0,05 
g/L. Se eligió esta concentración ya que en estudios previos se demostró que no es 
inhibitoria para la cepa además de producir el menor tiempo de latencia y mayor recuento 
celular (Martínez, 2010). Se determinó una degradación de 94 ± 10% luego de 15 días.  
A partir de los resultados positivos de color y turbidez para algunos PAH, se cuantificó la 
concentración de antraceno, fluoreno, pireno y dibenzotiofeno remanente en cultivos con 0,2 














Tabla IV.3. Porcentaje de degradación de cultivos de la cepa Sphingomonas paucimobilis en MML 
suplementados con 0,2 g/L de diferentes hidrocarburos policíclicos aromáticos (PAH) luego de 15 
días de incubación. -: no detectado.  
 
Luego de 15 días, se determinó un 13 ± 11% y 76 ± 3% de degradación para antraceno y 
dibenzotiofeno, respectivamente. No se detectó degradación para fluoreno y pireno, a pesar 
de haber observado turbidez en el medio de cultivo.  
 
 
IV.3.1.3 Análisis genómico de Sphingomonas paucimobilis 20006FA y estudio “in 
silico” de los genes relacionados con la ruta de degradación de fenantreno 
 
IV.3.1.3.a Extracción de DNA, secuenciación, ensamblaje y anotación del genoma de 
20006FA 
 
Se realizó la extracción del ADN total de 20006FA siguiendo el protocolo explicado por 
Entcheva y col. (2001) para obtener fragmentos mayores a 23 kpb y de buena calidad, que 
se corroboró en un gel de agarosa 0,8% (Figura IV.4). La concentración fue de 279,4 ng/ µl 











PAH % de degradación
Antraceno 13 ± 11
Dibenzotiofeno 76 ± 3
Fluoreno -
Pireno -







Figura IV.4. Fotografía del gel de agarosa de la corrida de DNA de alto peso molecular extraído de 
cultivos de 20006FA. PM: marcador de peso molecular. Con la flecha se indica la banda de 23130 pb 
del marcador de peso molecular (λ DNA/Hind III) 
 
 
Para comprender los mecanismos implicados durante la degradación de fenantreno por S. 
paucimobilis 20006FA, se secuenció el genoma utilizando el método WGS (de las siglas en 
inglés “Whole Genome Shotgun”) en el Instituto de Agrobiotecnología Rosario (INDEAR-
CONICET, Rosario, Argentina) y fue curado y anotado en la base de datos mundial del NCBI 
(de las siglas en inglés “National Center for Biotechnology Information”) GenBank 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov), con un número de acceso público WGS. En el ensamble 
parcial se obtuvieron un total de 144 scaffolds y se estimó una longitud de 540971 pb (N50 = 
140995 pb; tamaño medio del scaffold = 36843 pb;) con un contenido de GC de 64,30% 
(Tabla IV.4). En base a la asignación funcional de los genes identificados en RAST (del 
inglés Rapid Annotation using Subsystem Technology) y la anotación automática del 
genoma procariota NCBI (PGAAP) (Angiuoli y col. 2008) se identificaron 435 subsistemas, 
algunos de los cuales participan de la ruta periférica o central del metabolismo de 
compuestos aromáticos, y un total de 4975 secuencias codificantes (CDS: Coding 












Tabla IV.4. Datos generales del ensamble del genoma de la cepa 20006FA curada por el National 
Center for Biotechnology Information GenBank. 
 
La secuenciación y ensamble parcial del genoma de 20006FA nos permitió identificar “in 
silico” genes codificantes relacionados con la vía de degradación de fenantreno (Tabla IV.5), 
y se confirmaron las potenciales funciones de los genes identificados por diferentes bases 
de datos como MetaCyc, Protein Data Bank, AmiGo. Se estudiaron en detalle los genes 
involucrados en la degradación de PAH y especialmente en reacciones que pudieran 
catalizar las enzimas codificadas por estos genes dentro de la ruta de degradación de 
fenantreno hasta entrar al ciclo de Krebs, tomando como referencia la base de datos de la 
Enciclopedia de Kioto de Genes y Genomas (KEGG) PATHWAY (http://www.kegg.jp/) 
(Kanehisa y col., 2014). La degradación aeróbica del fenantreno, al igual que con otros PAH, 
se inicia por la adición de dos átomos de oxígeno al anillo aromático, catalizado por una 
dioxigenasa (Figura señalador). Las moléculas de cis-dihidrodiol generadas se 
deshidrogenan posteriormente y se escinden por enzimas deshidrogenasa y dioxigenasa, 
respectivamente, para formar el metabolito intermedio AHN (pasos 1 al 6). Este metabolito 
puede ser degradado adicionalmente por dos rutas diferentes. Puede ser procesado por 
dioxigenasas y deshidrogenasas (ruta de orto-clivaje) para generar ftalato, que 
posteriormente se metaboliza a través del protocatecuato para generar intermediarios del 
ciclo de Krebs (Figura señalador, pasos 7 al 13). Alternativamente, el AHN es 
descarboxilado para generar 1,2-dihidroxinaftaleno (ruta de meta-clivaje), que se procesa en 
serie por actividades de dioxigenasa, isomerasa, aldolasa y deshidrogenasa para producir 
ácido salicílico (Figura señalador, pasos 14 a 18), que se degrada posteriormente a través 
de las vías de gentisato (pasos 19 y 20) o catecol (pasos 21, 22 y 23), para generar 
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Tabla IV.5. Enzimas pertenecientes a las vías de degradación de PAH en el genoma de 
Sphingomonas paucimobilis 20006FA, predichas por RAST, KEGG y NCBI. CDS: número de 
secuencias de codificación para esa proteína en el genoma. Los genes en las tablas se nombran en 
inglés debido a que se obtiene del dato crudo proveniente de la base de datos. 
 
En la tabla IV.5 se muestran los productos de las secuencias de codificación (CDS) 
seleccionados que podrían estar implicados en las vías superior e inferior de degradación de 
fenantreno (los genes en las tablas se nombran en inglés debido a que se obtiene del dato 




Enzimas de vía alta CDS Enzimas de vía baja CDS
Aromatic-ring-hydroxylating dioxygenase α y β subunits 4 Anthranilate 1,2-dioxygenase (EC 1.14.12.1) 2
Biphenyl dioxygenase  (EC 1.14.12.18) 1 Naphthalene 1,2-dioxygenase (EC 1.14.12.12) 1
2,3-dihydroxybiphenyl 1,2-dioxygenase (EC 1.13.11.39) 1 Catechol 1,2-dioxygenase (EC 1.13.11.1) 2
3-phenylpropionate dioxygenase (EC 1.14.12.19) 1 Catechol 2,3-dioxygenase  (EC 1.13.11.2) 2
Benzoate 1,2-dioxygenase α y β subunits (EC 1.14.12.10) 1 2,3-dihydroxybenzoate-2,3-dehydrogenase (EC 1.3.1.28) 2
Monooxygenase 9 Homogentisate 1,2-dioxygenase (EC 1.13.11.5) 1
Salicylate hydroxylase (EC 1.14.13.1) 1 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase (EC 1.13.11.27) 1
Ciclohexanone monooxygenase (EC 1.14.13.22) 1 Maleylacetoacetate isomerase (EC 5.2.1.2) 1
(2Fe-2S)-binding protein 15 Muconate cycloisomerase (EC 5.5.1.1) 1
Isoquinoline 1-oxidoreductase alpha subunit                         
(EC 1.3.99.16)
1
4-hydroxy-2-oxovalerate aldolase (EC 4.1.3.39) 3





dehydrogenase (EC 1.2.1.60) 
2
4-carboxymuconolactone decarboxylase (EC 4.1.1.44) 1
Carboxymuconolactone decarboxylase (EC 4.1.1.44) 4
4-oxalocrotonate decarboxylase (EC 4.1.1.77 ) 4
3-isopropylmalate dehydratase subunit beta                         
(EC 4.2.1.33)
1
2-keto-4-pentenoate hydratase (EC 4.2.1.80) 2
4-hydroxy-2-oxovalerate aldolase (EC 4.1.3.39) 3
Cysteine dioxygenase (EC 1.13.11.20) 1
3,4-dihydroxybenzoate decarboxylase (EC 4.1.1.63 ) 1
4-hydroxy-2-ketovalerate aldolase (EC 4.1.3.39) 1
Salicylate hydroxylase (EC 1.14.13.1) 1
Alcohol dehydrogenase  (EC 1.1.1.1) 12
Aldehyde dehydrogenase (EC 1.2.1.3) 8
Acetaldehyde dehydrogenase (EC 1.2.1.10) 4
2-hydroxymuconic semialdehyde dehydrogenase               
(EC 1.2.1.32 ) 
2
5-carboxymethyl-2-hydroxymuconate semialdehyde 
dehydrogenase (EC 1.2.1.60) 
2
Enzimas predichas - Sphingomonas paucimobilis 20006FA




Se encontraron 9 CDS que compartieron una identidad significativa con componentes de las 
enzimas dioxigenasas que catalizarían el paso inicial de la degradación y ataque de algunos 
metabolitos intermedios, como las subunidades α y β de dioxigenasas hidroxilantes de anillo 
aromático, bifenil dioxigenasa, salicilato hidroxilasa, entre otras. Asimismo, se encontraron 
algunos CDS que participarían de la degradación de alcanos, como alcano-1 
monooxigenasa (EC 1.14.15.3) y alcanosulfonato monooxigenasa (EC 1.14.14.5) (Tabla 
IV.S.1). 
Se identificaron un total de 108 CDS que codificaron para enzimas pertenecientes a la vía 
degradación de fenantreno (Figura señalador y Tabla IV.5), sugiriendo que la cepa podría 
seguir el orto y meta-clivaje. Algunos estudios fisiológicos previos (Coppotelli, 2010) y de 
este trabajo de tesis indicaron que 20006FA puede degradar AHN, ácido salicílico y ácido 
ftálico (Tabla IV.2). Este resultado coincide con las capacidades metabólicas predichas que 
indican que la cepa podría mineralizar el fenantreno, a pesar de acumular concentraciones 
elevadas de AHN durante la degradación. La cepa posee además múltiples homólogos de 
CDS para enzimas con funciones similares implicadas en la degradación de diferentes PAH. 
Estos genes están distribuidos a lo largo del genoma y también organizados en grupos de 
genes dentro de un scaffold, que podrían estar formando parte de un mismo operón. Se 
encontró una región particular, correspondiente al scaffold número 19 
(NZ_LYMJ01000019.1), con una alta frecuencia de CDS para enzimas degradadoras de 
PAH. El alineamiento en blastn mostró el 92% de similitud y 76% de cobertura con un E-
Valor de 0.0, con la secuencia del plásmido pNL1 de Novosphingobium (antes 
Sphingomonas) aromaticivorans F199 (Romine y col., 1999). Asimismo, esta región se 
encuentra flanqueada por elementos genéticos móviles que promueven la transferencia de 
los genes. 
 
IV.3.1.3.b Clasificación de enzimas dioxigenasas de la cepa S. paucimobilis 20006FA 
implicadas en la vía superior e inferior de la degradación de fenantreno 
 
Se realizó la clasificación de las enzimas dioxigenasas presentes en el genoma de 
20006FA, en diferentes clases funcionales, mediante las bases de datos específicas para 
genes dioxigenasas RHObase y AromaDeg, mencionada en el capítulo I sección I.4.3. Se 
utilizaron las secuencias homólogas a la subunidad α de enzimas hidroxilantes de anillo 
aromático y también secuencias de proteínas catabólicas que pueden incluir extradiol 
dioxigenasas para el caso de AromaDeg. Las secuencias de aminoácidos analizadas en 
formato FASTA extraídas de la base pública NCBI se muestran en material suplementario 
(Tabla IV.S2). 




Mediante la clasificación en cuatro tipos de clases de la base de datos RHObase, se 
pretendió asignar una especificidad de sustrato a las enzimas predichas para 20006FA que 
se muestran en la tabla IV.5. Sólo se lograron clasificar 7 de las 20 secuencias de 
subunidades alfa de enzimas dioxigenasas presentes en el genoma de 20006FA, que se 




Tabla IV.6. Clasificación de las secuencias de la subunidad α de enzimas dioxigenasas de la cepa 
20006FA, longitud de la secuencia (aa), presencia de gen codificante para la subunidad β contiguo al 
gen codificante para la subunidad α de la enzima dioxigenasa encontrado, clasificación funcional y 
posible paso de la ruta catalizado de la Figura señalador.  
 
Las dioxigenasas hidroxilantes de anillo aromático (presente en cuatro copias; Tabla IV.5) 
pertenecieron a la clase A. Las dioxigenasas referentes a esta clase tienen como sustratos 
potenciales compuestos policíclicos aromáticos como fenantreno y naftaleno. Las cuatro 
copias de dioxigenasas hidroxilantes de anillo aromático presentaron un gen adyacente y 
codireccional correspondiente a la subunidad beta de enzimas dioxigenasas, lo cual 
confirmaría que posee los genes para expresar las dos subunidades alfa/beta que 
típicamente poseen estas enzimas, con estructura cuaternaria hetero-multimérica αnβn 
(Chakraborty y col., 2012). La benzoato 1,2 dioxigenasa perteneció a la clase B, también 
con el gen de la subunidad β adyacente, y atacaría compuestos carboxilados como 
benzoatos y toluatos, mientras que las proteínas de unión rieske (2Fe-2S) y otras 
subunidades de dioxigenasas hidroxilantes de anillo aromático se clasificaron en C y D 
(Tabla IV.6), con especificidad de sustratos como salicilatos, antranilatos (clase C) y ftalatos 
(clase D). Las enzimas analizadas actuarían en diferentes pasos de la vía superior e inferior 




gen de la 
subunidad β
Clase




438 sí A 1
Benzoate 1,2-dioxygenase alpha                
(EC 1.14.12.10)
472 sí B 10, 15
Aromatic-ring-hydroxylating dioxygenase 
alpha 
469 sí C 10, 15
(2Fe-2S)-binding protein (2 copias) 426 no C 19, 21
(2Fe-2S)-binding protein (2 copias) 447 no D 10, 15




de degradación de fenantreno de la figura señalador, atacando a un mismo sustrato, o 
diferentes sustratos según la demanda.  
Utilizando AromaDeg, se logró obtener una clasificación en diferentes superfamilias 
asociadas en un árbol filogenético: subunidades α de oxigenasas con sitios Rieske no hemo 
(RHO), extradiol dioxigenasas (EXDO) de la superfamilia de: I) quelatos vecinales; II) LigB y 
III) cupinas. En la tabla IV.7 se muestran los resultados de esta clasificación. Las cuatro 
copias de dioxigenasas hidroxilantes de anillo aromático clasificaron en la superfamilia de 
las oxigenasas que poseen sitio Rieske no hemo (RHO), que conseguirían atacar 
compuestos como bifenilo, benzoato, ftalato y salicilato. Conjuntamente, esta base nos 
permitió clasificar las enzimas dioxigenasas que tienen especificidad por compuestos dioles 
como las extradiol, que no se clasifican en RHObase. Las enzimas catecol 2,3-dioxigenasa y 
2,3-dihidroxibifenil 1,2-dioxigenasa clasificaron en la familia de las enzimas extradiol 
dioxigenasas que pertenecen a proteínas quelantes de oxígenos vecinales (EXDO I) que 





Tabla IV.7. Clasificación de las secuencias de la subunidad α de enzimas dioxigenasas y extradiol 
dioxigenasas de la ruta de degradación de fenantreno en la cepa 20006FA en superfamilias mediante 
AromaDeg.  
 
IV.3.1.3.c Reguladores transcripcionales de los genes de la ruta de degradación de 
hidrocarburos  
 
Los genes que codifican para enzimas o proteínas reguladoras que intervienen en una vía 
catabólica suelen encontrarse agrupados en clusters. Estos clusters suelen estar 
organizados de manera que una zona promotora regula a la vez la transcripción de varios 
genes relacionados de una vía catabólica. A veces en lugar de encontrar solo una unidad 
transcripcional, podemos encontrar varias unidades transcripcionales. Analizando los 
scaffolds y la organización de genes de la cepa 20006FA, se encontraron muchos  
Nombre de la proteína - 20006FA
Clasificación 
(superfamilias)
Aromatic-ring-hydroxylating dioxygenase alpha 
(four copies)
RHO
Catechol 2,3-dioxygenase EXDO I
2,3-dihydroxybiphenyl 1,2-dioxygenase EXDO I





reguladores transcripcionales que se encuentran flaqueando a genes que participarían de 
uno o varios pasos de la vía de degradación de PAH. En la tabla IV.8 se muestran los 
reguladores presentes en la cepa 20006FA, que podrían actuar en la regulación de la ruta 





Tabla IV.8. Reguladores transcripcionales encontrados en el genoma de la cepa S. paucimobilis 
200006FA.  
 
Se encontraron un gran número de copias de genes LysR distribuidos en diferentes 
posiciones del genoma. Los reguladores de tipo LysR encontrados en 35 copias, implicados 
en las vías de degradación de aromáticos (como CatR) actúan como activadores 
transcripcionales sobre sus operones metabólicos en presencia de un inductor, que es 
generalmente un metabolito intermediario de la vía (muconatos sustituídos) o compuestos 
aromáticos (salicilato, catecol y nitrotolueno) (Tropel y van der Meer, 2004). Se encontraron 
10 copias de reguladores tipo AraC/XylS, que son inducidos por alquilbenzoatos, y que junto 
a los reguladores IclR (4 copias), responden tanto a compuestos aromáticos como no 
aromáticos. 
Los reguladores TetR (61 copias) y GntR (10 copias) son represores transcripcionales que 
poseen como ligandos diferentes intermediarios de la vía de degradación de fenantreno 
(Chubiz y col., 2010).  
La ausencia de un regulador tipo NtrC podría deberse a que el genoma de 20006FA está 












Reguladores transcripcionales para 
20006FA- Genbank NCBI 
n° de copias de 
los genes 




En la figura IV.5 se muestra la organización génica de una región del scaffold 19 de la cepa 
20006FA. Esta región con alta homología con el plásmido pNL1 (Romine y Stillwell, 1999) 
flanqueada por genes reguladores transcripcionales (regulador transcripcional de la familia 
IclR, regulador transcripcional de la familia GntR), muestra genes codificantes para enzimas 
dioxigenasas (subunidades mayores de los genes naph y bph, subunidad α y β de la 
benzoato/toluato dioxigenasa, 2,3-dihidroxibifenil 1,2-dioxigenasa), genes involucrados en la 
vía alta y baja de degradación de PAH (dihidrodiol deshidrogenasa, aldehído 
deshidrogenasa, 4-oxalocrotonato descarboxilasa, 4-hydroxy-2-oxovalerate aldolase, 
subunidades ferredoxinas), genes de enzimas vinculadas a la respuesta de las bacterias a 
los hidrocarburos y elementos móviles. Las flechas indican los productos génicos 





Figura IV.5. Esquema de organización génica encontrada en una región del scaffold 19 de 20006FA. 
Cada secuencia codificante (CDS) se muestra con flechas y se colorea dependiendo de la función de 
sus productos génicos. 
 
 
IV.3.1.4 Análisis del proteoma de la cepa Sphingomonas paucimobilis 20006FA 
mediante electroforesis bidimensional 
 
Debido a que el análisis genómico es más bien predictivo, se continuó con el estudio del 
proteoma de la cepa S. paucimobilis 20006FA, con el fin de obtener información sobre el 
efecto del fenantreno en la respuesta celular.  
 
Las proteínas obtenidas a partir de los lisados bacterianos de cultivos en glucosa o en 
fenantreno con el mismo aporte de carbonos de cada compuesto como única fuente de 
carbono se analizaron a través de electroforesis bidimensional (2-D) en el rango de pH 4-7 y 
de peso molecular de 6.5 a 200 kDa. Bajo estas condiciones, las electroforesis resolvieron 
alrededor de 250 spots de proteínas (Figuras IV.6 y IV.7). Los spots expresados 




diferencialmente y otros de mayor intensidad en alguna condición, se cortaron del gel 
manualmente y se analizaron usando MALDI-TOF/TOF (MS/MS) y el programa MASCOT 
para la identificación de proteínas mediante la base de datos NCBInr. Algunos spots se 
analizaron por duplicado del set de geles (los duplicados de geles con los spots marcados 
se muestran en el material suplementario Figura IV.S1) y también se seleccionaron spots 
encontrados en la misma posición del gel 2-DE en las diferentes condiciones estudiadas, 
con el objetivo de confirmar que pertenecían a la misma proteína. Posteriormente, las 
proteínas identificadas se sometieron a análisis bioinformático utilizando el software 
ARTEMIS (v1.6 http://www.sanger.ac.uk/Software/Artemis), realizando una búsqueda de 
similitud con las proteínas predichas del genoma de 20006FA en NCBI.  
Las curvas de crecimiento en glucosa o fenantreno como única fuente de carbono indicaron 
que los cultivos alcanzaron la fase estacionaria de crecimiento después de 96 horas 
(Figuras IV.S2 y IV.S3). En ese momento, el análisis cuantitativo de la biodegradación 
(Figura IV.2) reveló que más del 40% del fenantreno inicial había sido eliminado y que el 
metabolito intermediario AHN había alcanzado una concentración de 0,138 g/L. Sobre la 
base de la información de la fase de crecimiento y el grado de degradación de fenantreno 
ilustrados en la Figura IV.2, se establecieron las condiciones de cultivo óptimas para el 
análisis del proteoma comparativo de la cepa 20006FA a las 96 horas. Los perfiles proteicos 
revelaron una sobreexpresión de múltiples genes pertenecientes a la vía catabólica de PAH 
en los cultivos con fenantreno en comparación con el perfil correspondiente a los cultivos 
control (células cultivadas con glucosa). Las diferencias más pronunciadas se remarcan con 
un rectángulo en la Figura IV.6 a y b. Se analizaron todos los spots de proteínas marcados 
con círculo rojo en la figura IV.6. En la Tabla IV.9 se detalla la identificación de esas 
proteínas.  
 






Figura IV.6. Electroforesis en gel 2-D de fracciones solubles de los cultivos de la cepa S. paucimobilis 
20006FA en a) glucosa y b) fenantreno a las 96 horas de incubación. Los spots marcados en círculo 
rojo se analizaron por MALDI-TOF/TOF (MS/MS). 
 
 
Los spots de proteínas que fueron identificados en el gel del cultivo en glucosa 
pertenecieron principalmente a proteínas del metabolismo general de la cepa 20006FA 
(Tabla IV.9). Bajo la influencia de fenantreno se pudieron identificar 15 proteínas 
diferenciales (Figura IV.6) que mostraron similitud con proteínas de otras cepas de la familia 
Sphingomonadaceae. Se incluyeron una NahA1f (la subunidad alfa de naftaleno 
dioxigenasa; spot 29, clasificada como clase B), una catecol 2,3-dioxigenasa (spot 8), una 
BphA1d (2,3-dihidroxibifenil 1,2-dioxigenasa; spot B), dos glutatión S-transferasas (spots U y 
24), y enzimas de la vía metabólica baja, 2-hidroximucónico semialdehído hidrolasa (spots 
12, 17 y 26), 4-oxalocrotonato descarboxilasa (spot 11), entre otras (Tabla IV.9). 
Las proteínas reguladas positivamente involucradas en la degradación de fenantreno 
incluyen las enzimas de la vía catabólica superior (spots 6, 7, 11, 27, 29, 31, B), de la vía 
catabólica inferior (spots 8, 10, 12, 17, 26) y otras enzimas involucradas en la 
desintoxicación celular (spots U y 24). La mayoría de las enzimas que se sobreexpresaron 
en fenantreno corresponden a enzimas de la vía de degradación de PAH. 
 






Figura IV.7. Electroforesis en gel 2-D de fracciones solubles de los cultivos en fenantreno de la cepa 
S. paucimobilis 20006FA luego de a) 24 horas y b) 96 horas. Los spots marcados se analizaron por 
MALDI-TOF/TOF (MS/MS): círculos blancos: proteínas diferenciales en cada condición; círculos rojos: 
proteínas presentes en ambas condiciones. El recuadro negro marca una zona diferencial en la 
degradación a los distintos tiempos de incubación.  
 
 
Teniendo en cuenta la cinética de la formación de AHN, determinamos las condiciones de 
cultivo óptimas para la comparación de los proteomas de la cepa 20006FA durante la 
degradación de fenantreno en 24 y 96 horas. En los geles de la figura IV.7, se observaron 
diferencias significativas entre los perfiles de proteínas de los cultivos en los distintos 
tiempos. En la condición de 96 horas (Figura IV.7 b) se observó un mayor número de spots y 
de mayor intensidad que en el gel correspondiente a las 24 horas (Figura IV.7 a). La 
mayoría de estas proteínas se remarcan con el recuadro de la figura IV.7 b. 
Los spots marcados con círculos blancos y rojos fueron analizados por MALDI-TOF/TOF 
(MS/MS). Los círculos blancos corresponden a proteínas diferenciales en cada condición y 
los círculos rojos a proteínas presentes en ambas condiciones, algunos coincidentes con el 
gel de la Figura IV.6 b. 
Utilizando el software Artemis, se pudo evidenciar que todos los spots de proteínas que 
pudieron identificarse también coincidieron con un gen dentro del genoma de la cepa 
20006FA (Tablas IV.5 y IV.10).  
 







Tabla IV.9. Proteínas identificadas mediante MASCOT (Alto score y/o una alta cobertura de 
secuencia). Proteínas con algoritmo de coincidencia en MASCOT con scores iguales o superiores a 
62 son significativas (p <0,05). Blanco: pertenecientes al metabolismo central. Gris: pertenecientes a 
la vía de degradación de fenantreno. ✓: Corresponde a proteínas expresadas en cada condición. ✓
✓: Corresponde a proteínas sobreexpresadas en cada condición *:  
 
Ciertas proteínas sobreexpresadas se encontraron en los cultivos a las 24 horas con 
respecto a los niveles presentes a las 96 horas; pero sólo dos de estas proteínas pudieron 
identificarse, una glutamato-cisteína ligasa (Spot R) y una glutatión S-transferasa (GST; 
Spot U; Figura IV.7 y Tabla IV.9)  
Mientras que algunas proteínas pertenecientes a la vía de degradación de fenantreno se 
encontraron ya expresadas en la condición de 24 horas, muchas se sobreexpresaron a las 
96 horas (Figura IV.7 b). Entre las enzimas sobreexpresadas a las 96hs se encontró una 
subunidad alfa de dioxigenasas hidroxilantes de anillo aromático (spot J) que clasificó como 
FEN FEN Cobertura
 24 h  96 h M (Da) PI (%) Start Stop
1 chaperonin GroEL [Sphingomonas sp. SKA58] ✓ ✓ ✓ gi|94497512 52427 5.15 138 36 3E+06 3E+06
3 ribosomal protein S1 [Sphingomonas sp. SKA58] ✓ gi|94497990 61616 5.01 89 32 5E+06 5E+06
4 Chaperone DnaK [Sphingomonas sp. SKA58] ✓ gi|94496879 67507 4.77 173 7 3E+06 3E+06
5 DNA-directed RNA polymerase, alpha subunit [Sphingomonas sp. SKA58] ✓ gi|94496225 37939 4.94 115 28 5E+06 5E+06
13 3-hydroxybutyrate dehydrogenase [Sphingomonas w ittichii RW1] ✓ gi|148556334 27479 6.51 150 26 2E+06 2E+06
19 dihydrolipoamide succinyl transferase [Sphingomonas sp. SKA58] ✓ gi|94496913 43776 5.33 68 5 4E+06 4E+06
21 electron transfer f lavoprotein alpha-subunit [Sphingomonas sp. SKA58] ✓ gi|94498756 31569 4.98 237 10 4E+06 4E+06
A succinyl-CoA synthetase subunit alpha [Sphingobium] ✓ gi|49032167029976 5.51 62 5 4E+06 4E+06
B 2,3-dihydroxybiphenyl 1,2-dioxygenase [Sphingobium chungbukense] ✓ ✓✓ gi|4007893 33421 5.54 120 10 3E+06 3E+06
F ATP synthase subunit alpha [Sphingomonadaceae] ✓ gi|29401266854727 5.60 188 40 5E+06 5E+06
J ring-hydroxylating dioxygenase large subunit [uncultured bacterium] ✓ gi|40671820335464 5.64 164 12 4E+06 4E+06
L BphA1d  (Biphenyl dioxygenase large subunit)[Sphingomonas sp. LH128] ✓ gi|15834688447324 5.57 173 19 3E+06 3E+06
M MULTISPECIES: (2Fe-2S)-binding protein [Sphingomonadaceae] ✓ gi|49610361847477 5.31 92 35 3E+06 3E+06
P ubiquinone biosynthesis protein UbiD [Novosphingobium] ✓ ✓✓ gi|50024628752942 5.17 103 10 4E+06 4E+06
6 4-hydroxy-2-oxovalerate aldolase [Sphingomonas chungbukensis] ✓ ✓ gi|4007416 37010 5.10 181 42 3E+06 3E+06
7 Putative 2-hydroxy-benzylpyruvate aldolase [Sphingomonas sp. P2] ✓ ✓ gi|28971850 35759 5.12 187 15 3E+06 3E+06
8 catechol 2,3-dioxygenase [Sphingomonas agrestis] ✓ ✓✓ gi|151128 34543 5.11 337 82 3E+06 3E+06
10 2-hydroxypent-2,4-dienoate hydratase [Sphingomonas chungbukensis] ✓ ✓ gi|2316027 28142 5.09 354 32 3E+06 3E+06
11 4-oxalocrotonate decarboxylase [Sphingomonas chungbukensis] ✓ ✓✓ gi|4091975 27280 5.02 147 57 3E+06 3E+06
12 2-hydroxymuconic semialdehyde hydrolase [Sphingobium chungbukense] ✓ gi|1923245 31340 5.40 178 63 3E+06 3E+06
17 XylF  (2-hydroxymuconic semialdehyde hydrolase) [Sphingomonas sp. LH128] ✓ ✓ gi|15834688730953 5.50 311 26 3E+06 3E+06
18 translation elongation factor [Sphingomonas sp. SKA58] ✓ ✓✓ ✓ gi|94498474 42980 5.21 85 31 3E+06 3E+06
24 glutathione S-transferase [Sphingobium chungbukense] ✓ ✓ gi|15834688621470 5.34 156 51 3E+06 3E+06
26 2-hydroxymuconic semialdehyde hydrolase [Sphingobium chungbukense] ✓ ✓✓ gi|1923245 27695 5.28 178 87 3E+06 3E+06
27 acetaldehyde dehydrogenase (acylating) [Sphingobium chungbukense] ✓✓ gi|4007415 33138 5.64 241 80 3E+06 3E+06
28 dihydrolipoamide dehydrogenase [Sphingobium japonicum UT26S] ✓ ✓ gi|29401241548666 5.68 148 32 4E+06 4E+06
29 NahA1f  (naphthalene dioxygenase alpha subunit) [Sphingomonas sp. LH128] ✓ gi|158346890 52139 5.47 162 39 4E+06 4E+06
31 benzaldehyde dehydrogenase [Sphingobium chungbukense] ✓ gi|6136053 54650 5.98 270 51 3E+06 3E+06
C acetaldehyde dehydrogenase [Sphingobium sp. C100] ✓ ✓ gi|56604342234452 5.28 86 34 3E+06 3E+06
R glutamate-cysteine ligase, partial [Xanthomonas euvesicatoria] ✓✓ gi|73344497127612 5.29 86 16
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clase A en RHObase, indicando que interviene en el ataque de fenantreno (primer paso de 
la ruta; 1); una 2,3-dihidroxibifenil 1,2-dioxigenasa (spot B) y una NahA1f (spot 29) 
clasificadas como clase B, que podría catalizar los pasos 10 y 15, la bifenil dioxigenasa 
(BphA1) (spot L) y  
proteínas de unión (2Fe-2S) (spot M) clasificadas como clase C, que catalizarían los pasos 
19 y 21, la catecol 2,3-dioxigenasa, clasificada como EXDO I, que catalizaría los pasos 22 y 
23 (Figura IV.8 y Tabla IV.9); una 4-oxalocrotonato descarboxilasa (spot 11), una 2-hidroxi 
muconato hidrolasa (spot 12), una acetaldehído deshidrogenasa (spot 27), una 
benzaldehído deshidrogenasa (spot 31) y otras enzimas del metabolismo general como una 
subunidad alfa de la succinil-CoA sintetasa (spot A) y la proteína de biosíntesis de 
ubiquinona UbiD (spot P) (Tabla IV.9 y Figura IV.7). 
Muchas de las enzimas de la vía baja se expresaron en ambos tiempos estudiados durante 
la degradación (spots 6, 7, 10, 17 y C) (Tabla IV.9). Estas observaciones se deben 
probablemente a una regulación compleja que controla la expresión de los genes 
catabólicos implicados en la degradación de los PAH en la cepa 20006FA, lo que sugiere 
una tasa creciente de expresión a medida que avanza el tiempo de exposición al 
contaminante. 
En la tabla IV.10 se integraron los resultados de la información del genoma de 20006FA, la 
ruta propuesta para la degradación de fenantreno con los diferentes pasos y el análisis de 
las proteínas, indicando que genes y spots de proteínas pueden estar actuando en los 
diferentes pasos de la vía superior e inferior de degradación de fenantreno. 
Sobre la base de datos genómicos y proteómicos, se confirmaron 19 de los 23 pasos de la 
ruta completa de degradación del fenantreno en la cepa S. paucimobilis 20006FA marcados 
en verde en la figura IV.8. Estas proteínas incluyeron 10 proteínas para la degradación de 
fenantreno a AHN; 10 proteínas para la degradación de AHN a salicilato (vía meta-clivaje); 
11 proteínas para la degradación de AHN a protocatecuato (vía orto-clivaje) y 3 proteínas 
que serían responsables de la transformación de salicilato a acetil coenzima A (acetil-CoA) y 
succinil-CoA. Los resultados coinciden con los CDS asignados en el análisis del genoma 
descrito en la tabla IV.5. 
 






Tabla IV.10. Enzimas predichas en la cepa S. paucimobilis 20006FA pertenecientes a la vía de 
degradación de fenantreno, obtenida utilizando RAST, KEGG y NCBI. CDS: número de secuencias 
de codificación para cada proteína en el genoma. *: Componente de los complejos dioxigenasas que 
actúan en diferentes pasos de la vía. En blanco se marcan los pasos de la vía que fueron 






Enzimas predichas de la vía Alta y Baja de degradación de fenantreno en





1, 10  aromatic-ring-hydroxylating dioxygenase alpha and beta subunit (EC 1.14.12.-) 4 J L
1, 3, 7  2,3-dihydroxybiphenyl 1,2-dioxygenase (EC 1.13.11.39) 1 B 29
1, 3, 10  biphenyl 2,3-dioxygenase (EC 1.14.12.18) 1 B 29 J
2, 11, 18  1,2-dihydroxycyclohexa-3,5-diene-1-carboxylate dehydrogenase (EC 1.3.1.25) 1 31
2, 11, 18  1,6-dihydroxycyclohexa-2,4-diene-1-carboxylate dehydrogenase (EC 1.3.1.25) 1 31
4, 13  maleylacetoacetate isomerase (EC 5.2.1.2) 1
5, 12, 17  4-carboxymuconolactone decarboxylase (EC 4.1.1.44) 1 11
5  carboxymuconolactone decarboxylase 4 11
5, 8, 17  4-hydroxy-2-oxovalerate aldolase (EC 4.1.3.39) 3 6, 7
6, 18  aldehyde dehydrogenase (EC 1.2.1.3) 4 27 C
8  carboxymuconolactone decarboxylase 5 11
8  4-oxalocrotonate decarboxylase 4 11
9  acetaldehyde dehydrogenase (EC 1.2.1.10) 12 31 C 27
9  2-hydroxymuconic semialdehyde dehydrogenase (EC 1.2.1.60) 2 C 27
10  benzoate 1,2-dioxygenase alpha and beta subunit (EC 1.14.12.10) 1  L
10  anthranilate 1,2-dioxygenase small subunit (EC 1.14.12.1) 2 L
10, 19  naphthalene 1,2-dioxygenase 29
13, 15, 20  homogentisate 1,2-dioxygenase (EC 1.13.11.5) 1  8 B 29
14, 19  salicylate hydroxylase (EC 1.14.13.1) 1
16  muconolactone delta-isomerase (EC 5.3.3.4) 1
16, 13  muconate cycloisomerase (EC 5.5.1.1) 1
17  2-keto-4-pentenoate hydratase (EC 4.2.1.80) 2 10
18  5-carboxymethyl-2-hydroxymuconate semialdehyde dehydrogenase (EC 1.2.1.60) 2 27
21  salicylate hydroxylase (EC 1.14.13.1) 1
22, 23  catechol 2,3-dioxygenase (EC 1.13.11.2) 2 8
22  catechol 1,2-dioxygenase (EC 1.13.11.1) 2 8
*  (2Fe-2S)-binding protein 15 M






Figura IV.8. Ruta de degradación de fenantreno, basada en el análisis del genoma y el proteoma 
propuesta para S. paucimobilis 20006FA. Gris: Enzimas predichas a partir del genoma. Verde: 








IV.3.2 Construcción de un consorcio conformado por el consorcio natural CON y la 
cepa Sphingomonas paucimobilis 20006FA 
 
Se construyó el consorcio inoculando CON-I, a partir del consorcio natural CON y la cepa 
Sphingomonas paucimobilis 20006FA. Se prepararon cultivos conteniendo 1.106 ufc/ml del 
consorcio reactivado (CON) y la misma proporción de la cepa 20006FA en MML con 200 
mg/L del hidrocarburo como única fuente de carbono y energía. Sobre los cultivos se estudió 
la cinética de degradación de fenantreno, la composición bacteriana mediante recuentos de 
bacterias heterótrofas cultivables y degradadoras de PAH, los cambios producidos en la 
estructura y diversidad de especies en CON-I producidos por la inoculación con la cepa 
mediante pirosecuenciación, y el metaproteoma. También se evaluó la capacidad de 
degradación de AHN en los dos consorcios y cambios en la estructura durante la 
degradación del mismo (recuentos y DGGE). Se estudió el espectro de degradación de 
diferentes PAH y la estructura bacteriana de los consorcios en esos hidrocarburos.  
Este nuevo consorcio CON-I nos permitió, continuar con el estudio de la competitividad de la 
cepa 20006FA como inoculante bacteriano, ahora en un consorcio, para establecer su grado 
de participación en el flujo central de carbono y energía durante la degradación de 
fenantreno, como también evaluar el potencial de CON-I como inoculante para ser utilizado 
en procesos de biorremediación de suelos contaminados con PAH.  
 
IV.3.2.1 Cinética comparativa de degradación de fenantreno y generación de AHN en 
CON y CON-I 
 
Con el fin de comparar el comportamiento de los dos consorcios frente a la degradación de 
fenantreno se estudió la cinética de CON-I en MML suplementado 200 mg/L de fenantreno a 
diferentes tiempos (0, 4, 7 y 15 días de incubación) y se relacionó con la de CON (Festa y 
col. 2013). En la figura IV.9 se puede observar que, si bien al día 7 el porcentaje de 
fenantreno degradado es similar en ambos consorcios y cercano al 50%, CON-I logró 
eliminar el 78% luego de 15 días de incubación, lo que resulta significativamente mayor 
(P<0.05) a la eficiencia de degradación de CON, que degradó el 59% (Figura IV.9).  
 






Figura IV.9. Concentración de fenantreno y producción de ácido 1-hidroxi 2-naftoico (AHN) en 
cultivos de CON y CON-I en MML suplementados con 200 mg/L de fenantreno a los 0, 4, 7 y 15 días 
de incubación. Se grafican los valores promedio de tres réplicas biológicas y su respectiva desviación 
estándar. 
 
Cuando se cuantificó la concentración de AHN durante la degradación de 200 mg/L de 
fenantreno en cultivos de CON, se observó un incremento del metabolito intermediario 
durante los primeros 7 días de incubación llegando a un valor aproximado de 28 ± 10 mg/L, 
que luego se mantuvo constante hasta el día 15 (Figura IV.9), mientras que en CON-I no se 
evidenció acumulación.  
 
IV.3.2.2 Efecto de la inoculación con la cepa Sphingomonas paucimobilis 20006FA 
sobre la dinámica de las poblaciones cultivables del consorcio durante la degradación 
de fenantreno 
 
El efecto producido por la inoculación sobre la dinámica de las poblaciones cultivables se 
determinó analizando los cambios en la densidad de las poblaciones bacterianas 
heterótrofas cultivables en R2A y degradadoras de hidrocarburos en ambos consorcios. 
 
IV.3.2.2.a Recuento de bacterias heterótrofas totales en CON y CON-I 
 
La figura IV.10 muestra la evolución de las poblaciones bacterianas heterótrofas cultivables 
determinadas por recuento en placas de R2A para CON y CON-I durante 15 días. La 
inoculación con la cepa 20006FA provocó un aumento significativo en los recuentos de 
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observa que el número de bacterias heterótrofas totales aumentó durante los primeros días 
de incubación, mostrando su máximo valor el día 4. A partir de ese momento se produce un 
decaimiento de dos órdenes en el número de colonias hasta el final del ensayo. En CON-I, 
el comportamiento es similar hasta el día 4 de incubación, alcanzando un orden de magnitud 
mayor que en CON, que se mantiene constante hasta el final del ensayo, superando a CON 




Figura IV.10. Recuento en R2A de bacterias heterótrofas totales en cultivos de CON y CON-I en MML 
suplementados con 200 mg/L de fenantreno durante 15 días de incubación. Se grafican los valores 
promedio de tres réplicas biológicas y su respectiva desviación estándar. 
 
Durante la realización de los recuentos en CON y CON-I se observó la presencia de 3 
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Figura IV.11. Fotografía del recuento de poblaciones heterótrofas cultivables en pacas de R2A en los 
distintos morfotipos encontrados. 
 
 
Se llevó a cabo también un recuento diferencial para cada uno de los tipos de colonias 
presentes durante la degradación de fenantreno. En la figura IV.12 se observó que en CON 
durante la etapa de degradación de fenantreno el día 4 (Figura IV.9), el consorcio mostró un 
predominio de colonias amarillas, seguidas en número por las blancas, mientras que las 
transparentes mostraron el menor recuento. A partir del día 7, cuando la degradación de 
fenantreno se detuvo, la proporción de los distintos morfotipos es similar en cambio al 
finalizar el ensayo se observó una importante disminución en las colonias amarillas y un leve 
incremento en el recuento de colonias transparentes, por lo que la relación entre los distintos 
morfotipos se invierte (transparente>blancas>>amarillas). En CON-I se observó claramente 
que el número de colonias de los 3 morfotipos fue mayor que en CON durante todo el 
ensayo. Asimismo, en CON-I a partir del día 4 y hasta el final del ensayo se mantiene una 
relación constante entre los distintos morfotipos, siendo las colonias amarillas mayores a las 








































Figura IV.12. Recuento diferencial en R2A de bacterias heterótrofas cultivables para los distintos 
morfotipos encontrados en cultivos de CON y CON-I en MML suplementados con 200 mg/L de 
fenantreno durante 15 días de incubación. Se grafican los valores promedio de tres réplicas 
biológicas y su respectiva desviación estándar.  
 
IV.3.2.2.b Recuento de bacterias degradadoras de PAH en CON y CON-I 
 
La evolución de las poblaciones degradadoras de PAH de CON y CON-I fue monitoreada 
durante todo el tratamiento utilizando el método del NMP. En el gráfico de la figura IV.13 se 
observa que CON presentó un máximo valor de recuento a los 7 días de incubación y luego 
sufrió una disminución hacia los 15 días, alcanzando valores menores a los iniciales en 4 
órdenes de magnitud. Este comportamiento podría relacionarse con el de las colonias 

















































En CON-I se observó que el número de bacterias degradadoras de PAH se mantuvo 
constante durante todo el ensayo. Este comportamiento se observó también a partir del día 
4 en el recuento de bacterias heterótrofas totales (Figura IV.10). Al final del ensayo, CON-I 




Figura IV.13. Recuento de bacterias degradadoras de PAH en los cultivos de CON y CON-I durante 
15 días de incubación. Se grafican los valores promedio y las desviaciones estándar de tres réplicas 
biológicas. 
 
IV.3.2.3 Efecto de la inoculación con la cepa 20006FA sobre la estructura y diversidad 
del consorcio natural CON mediante métodos moleculares 
 
IV.3.2.3.a Electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE)  
 
Con el objetivo de estudiar la estructura y la dinámica del consorcio inoculado también por 
métodos moleculares, se llevó a cabo una PCR con primers específicos para una porción 
del gen 16S rRNA, a partir del DNA de CON y CON-I a distintos tiempos durante la 
degradación de fenantreno. Para realizar comparaciones se incluyó el DNA de la cepa 
20006FA. Con los productos de amplificación se realizó la electroforesis en gel con 
gradiente desnaturalizante con un porcentaje de urea y formamida de 40-70%.  
En primer lugar, se analizó la PCR-DGGE de la cepa 20006FA, CON y CON-I para 
identificar las bandas correspondientes a la inoculación y al consorcio. En la primera calle de 
la figura IV.14 (CON-I), se observó claramente la banda correspondiente a la cepa inoculada 
20006FA (marcada con una flecha amarilla), confirmando el establecimiento de la misma 
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Figura IV.14. Análisis por PCR-DGGE de los cultivos de CON-I, CON y la cepa Sphingomonas 
paucimobilis 20006FA en MML suplementados con 200 mg/L de fenantreno luego de 15 días de 
incubación.  
 
Para investigar los cambios en la diversidad genética de CON-I, se realizó la DGGE de las 
muestras correspondientes a los 4 tiempos monitoreados durante la degradación de 200 
mg/L fenantreno (0, 4, 7 y 15 días). Para realizar las comparaciones se incluyó el DNA de 
CON durante la degradación de fenantreno a los mismos tiempos de incubación. En la figura 
IV.15 se observó notoriamente en CON-I la banda correspondiente a la cepa 20006FA hasta 
el final del ensayo. Asimismo, se observan algunas bandas que comparte con CON (flechas 
negras) y dos nuevas bandas que se encuentran en mayor intensidad el día 7 y 15 de 
incubación (flechas azules). Al comparar los perfiles obtenidos a partir de CON y CON-I a 
los 4 tiempos monitoreados durante la degradación de fenantreno, se observó que la 
comunidad en CON-I se mantuvo constante durante todo el ensayo, mostrando que no hay 
dinámica, como también fue observada a nivel de cultivables. En cambio, en CON se 
muestra una dinámica en las poblaciones a los largo de los días, donde aparecen 
principalmente el día 15 tres bandas (flechas celestes) que no se observaron antes. Esto 
indicaría que la inoculación con la cepa 20006FA produce cambios en la estructura 
bacteriana de CON, con el establecimiento de una comunidad con una menor dinámica 
durante la degradación de fenantreno. 
 
 






Figura IV.15. Análisis por PCR-DGGE de los cultivos de CON y CON-I en MML suplementados con 
200 mg/L de fenantreno a lo largo de los 15 días de incubación. 
 
 
IV.3.2.4 Pirosecuenciación del DNA total de CON y CON-I  
 
Para conocer la composición detallada y las abundancias relativas de las distintas 
poblaciones presentes en CON-I y ver los cambios que produjo la inoculación comparándola 
con la composición de CON previamente analizada por Festa y col. (2016a), se realizó la 
pirosecuenciación de los fragmentos de PCR del gen 16S rRNA a partir del DNA total de 
CON-I extraído el día 4 de incubación. La pirosecuenciación generó un total de 1501 
secuencias filtradas que se agruparon en 15 OTUs (de las siglas en inglés operational 
taxonomic units) considerando un mínimo de 97% de similitud. Todas las secuencias 
representativas de cada OTU se clasificaron dentro del dominio Bacteria y filo 
Proteobacteria (Alpha, Gamma y Beta con 84%, 3,8% y 12,2% de las lecturas 
respectivamente). La curva de rarefacción obtenida (Figura IV.16) muestra que el número de 
secuencias recuperadas fue suficiente para cubrir la diversidad presente en CON-I. Dicho 
resultado se confirma mediante el valor del índice de Good, que informa sobre la cobertura 
del análisis (Tabla IV.11). Cuando su valor se acerca a 1.0 indica que las secuencias 




obtenidas para cada biblioteca representan a la mayoría de las secuencias bacterianas 
presentes en la muestra (Rungrassamee y col., 2013). 
Para evaluar la diversidad de CON-I se utilizó una familia de índices de diversidad 
desarrollada por Mark Hill (Hill, 1973), llamada Números de Hill. Los números de Hill (qD) 
están definidos por un orden “q” (Gotelli y Chao, 2013), este parámetro determina la 
sensibilidad de la medida a las abundancias relativas de las especies (Chiu y Chao, 2014). 
Los números de Hill más utilizados son; la riqueza de especie (0D), el exponencial de 
entropía de Shannon (1D) y la inversa del índice de Simpson (2D).  
Los números que se muestran en la tabla IV.11 presentan valores correspondientes a 





Figura IV.16. Análisis de rarefacción indicando el número de OTUs observados en la muestra del 




Tabla IV.11. Parámetros de diversidad obtenidas por el análisis de los datos de pirosecuenciación del 









CON 996 21 22 1.51 2.24 0.99
CON-I 1501 15 15 1.29 2.49 0.99
Números de Hill




Se pudo observar una disminución en la riqueza de especies causada por la inoculación que 
se demuestra por un valor más bajo del número de Hill 0D (Tabla IV.11). Las curvas de 
rarefacción que estiman la riqueza confirmaron esta diferencia (Figura IV.16). 
Como se observa en el gráfico de la figura IV.17, CON-I mostró un incremento en el 
porcentaje de secuencias pertenecientes a Burkholderia (11,9%) con respecto a CON 
(2,9%), a expensas de una disminución en el porcentaje de las secuencias de Klebsiella 
(2,0%) en relación con CON (7,6%); mientras que las secuencias pertenecientes a la familia 
Sphingomonadaceae (Sphingomonas y Sphingobium) se mantuvieron constantes (84,4% 




Figura IV.17. Frecuencia relativa a nivel de género bacteriano encontrados en los cultivos de CON y 
CON-I durante la degradación de 200 mg/L de fenantreno el día 4 de incubación mediante 
pirosecuenciación. 
 
IV.3.2.5 Estudio del metaproteoma de CON y CON-I mediante SDS-PAGE durante la 
degradación de fenantreno 
 
Para intentar dilucidar el rol de los distintos integrantes del consorcio inoculado (CON-I) 
durante la degradación de fenantreno se comenzó con el estudio de la expresión de 
proteínas específicas en respuesta a la utilización de fenantreno como única fuente de 
carbono y energía y se comparó con el metaproteoma de CON y de la cepa inoculada. En 
un primer intento, se realizaron geles bidimensionales (2-DE) para obtener el perfil de masas 
de péptidos. La baja concentración de proteínas obtenida a partir de los consorcios, no 






































Figura IV.18. Electroforesis en gel de poliacrilamida (12% SDS-PAGE) de las fracciones solubles de 
proteínas de cultivos de CON y CON-I en MML suplementados con 200 mg/L de fenantreno. Calle 
PM: marcador de peso molecular; SP: 20006FA; calle 2 y 5: fracción soluble de proteínas de CON-I a 
los 4 y 15 días de incubación respectivamente; calle 3 y 6: fracción soluble de proteínas de CON a los 
4 y 15 días de incubación respectivamente. 
 
Se continuó el estudio comparativo del metaproteoma a través de geles SDS-PAGE. El 
análisis del metaproteoma de la figura IV.18, realizado para CON, CON-I y 20006FA a los 4 
y 15 días de incubación, mostró que la inoculación con la cepa 20006FA produjo la 
desaparición de numerosas bandas correspondientes a proteínas en el gel SDS-PAGE, 
mostradas con flechas celestes, en comparación con los perfiles proteicos de CON-I, y la 
aparición de otras que corresponderían a la cepa inoculada (flechas amarillas). En adición 
se observaron diferencias entre los perfiles de CON-I a los diferentes tiempos de incubación 
(flechas azules).  
 






Figura IV.19. Electroforesis en gel de poliacrilamida (12% SDS-PAGE) de las fracciones solubles de 
proteínas de cultivos de CON-I en MML suplementados con 200 mg/L de fenantreno. Calle PM: 
marcador de peso molecular; calle 1: 20006FA; calle 2 y 3: fracción soluble de proteínas de CON-I a 
los 4 y 15 días de incubación respectivamente. Con flechas se marcan las bandas cortadas para el 
análisis por MALDI TOF/TOF (MS/MS). 
 
Se realizó un nuevo gel SDS-PAGE (Figura IV.19) sembrando el CON-I a los 4 y 15 días de 
incubación en fenantreno y por duplicado. Se cortaron de este gel 6 bandas específicas, 
señaladas como B01 a B06, que se expresaron diferencialmente en CON-I bajo la condición 
de fenantreno a los dos tiempos estudiados. Se procedió a la identificación de esas bandas 
mediante MALDI-TOF/TOF (MS/MS) y los resultados se muestran en la Tabla IV13. No se 
pudieron identificar todas las proteínas analizadas, pero entre ellas se encontraron las 
proteínas B01 y B02 con alta similitud con una naftaleno dioxigenasa (NahA2f) y una alcohol 
deshidrogenasa, pertenecientes a la familia Sphingomonadaceae. La banda B06 
correspondió a una proteína Chaperona GroEL, perteneciente a Sphingomonas wittichii 
RW1.  
 





Tabla IV.12. Listado de proteínas identificadas de las bandas cortadas en SDS-PAGE analizados por 
MALDI-TOF/TOF (MS/MS). 
 
Estas enzimas podrían participar en algunos pasos de la ruta de degradación de fenantreno 
de Sphingomonas paucimobilis 20006FA (Figura IV.8). La enzima B01 podría actuar en los 
pasos 1, 3, 10 y 15, mientras que la enzima B02 actuaría en los pasos 2, 11 y 18 (Figura 
señalador).  
Esta información indicaría que la inoculación logra la sobreexpresión de proteínas 
relacionadas con la ruptura inicial del anillo de fenantreno, pertenecientes a la familia 
Sphingomonadaceae. 
 
IV.3.2.6 Degradación de ácido 1-hidroxi-2-naftoico de CON y CON-I 
 
Como la diferencia más notable entre CON y CON-I se observó a nivel de la acumulación de 
AHN, se estudió la capacidad de degradación de dicho compuesto por parte de los 
consorcios.  
Se prepararon cultivos suplementados con AHN exógeno (50 mg/L), que no resultó tóxica 
para la cepa inoculada 20006FA (Tabla IV.3), y se monitoreó la capacidad de degradarlo por 
parte de CON y CON-I durante 15 días.  
En la figura IV.20 se puede observar que el día 4 el CON-I degradó un 95 ± 14% de AHN 
mientras que CON sólo un 30 ± 4%. A partir del día 7 hasta el final del ensayo los dos 
consorcios mostraron porcentajes de eliminación muy semejantes.  
 
Proteína Descripción de proteínas Especies





B01 Naftaleno dioxigenasa (NahA2f) Sphingomonas  sp. LH128 158346891 20806




B06 Chaperona GroEL Sphingomonas wittichii  RW1 495099009 35973






Figura IV.20. Concentración de AHN en cultivos de CON y el CON-I en MML suplementados con 50 
mg/L de ácido 1-hidroxi-2-naftoico a los 0, 4, 7 y 15 días de incubación. Se grafican los valores 
promedios y las desviaciones estándar de tres réplicas biológicas.  
 
A pesar de que en los cultivos de CON en fenantreno, el AHN se acumulaba, este resultado 
demuestra que cuando el único sustrato es el AHN, las células son capaces de degradarlo.  
 
 
IV.3.2.6.a Recuento de bacterias heterótrofas totales en ácido 1-hidroxi-2-naftoico 
 
Durante la realización del recuento de bacterias heterótrofas en cultivos con AHN como 
única fuente de carbono y energía se observó la presencia de 3 tipos de colonias diferentes 
en base a las características morfológicas macroscópicas, colonias amarillas, blancas y 
transparentes, lo que nos permitió observar una dinámica diferencial entre CON y CON-I 
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Figura IV.21. Recuento diferencial en R2A de bacterias heterótrofas cultivables para los distintos 
morfotipos encontrados en cultivos de CON y CON-I en MML suplementados con 50 mg/L de AHN 
durante 15 días de incubación. Se grafican los valores promedios y las desviaciones estándar de tres 
réplicas biológicas.  
 
En la figura IV.21 se observa que en los cultivos de CON los recuentos de todos los 
morfotipos aumentan durante los primeros 4 días de incubación y luego no hubo cambios 
significativos hasta el final del ensayo, siendo el morfotipo de colonia amarilla el que 
predomina en todos los tiempos. En CON-I la proporción de colonias blancas y 
transparentes aumenta el día 4, donde se observa su máximo valor, concordando con el 
pico de mayor degradación del AHN (Figura IV.20). Las colonias amarillas aumentan hacia 
el final del ensayo, cuando no se evidencia degradación de AHN, igualando los valores de 

















































IV.3.2.6.b Evaluación de la estructura y dinámica bacteriana de los consorcios durante 
la degradación de AHN  
 
Con el objetivo de analizar la estructura de la comunidad bacteriana de CON y CON-I 
durante la degradación de AHN se realizó la extracción de DNA total a partir de cultivos en 




Figura IV.22. Análisis por PCR-DGGE de los cultivos de CON, CON-I y 20006FA en MML 
suplementados con 50 mg/L de ácido 1-hidroxi-2-naftoico durante 15 días de incubación. 
 
En la figura IV.22 del gel de DGGE se observa en los perfiles de los dos consorcios (CON y 
CON-I) una banda que se ubica en la misma posición del gel que la banda correspondiente 
a la cepa inoculada 20006FA (Calle: Sp), en los cuatro tiempos monitoreados la banda es 
más intensa en CON-I. Es interesante ver en los dos consorcios, como a partir del día 4, 
aparecen dos bandas (flechas negras) que no se observan el día 0 de ambos tratamientos, y 
que permanecen hasta el final del ensayo. Se observan pocas bandas diferenciales entre los 
dos consorcios. En CON aparecen dos bandas el día 4 (flechas celestes) que no se 
observaron en el resto de los tiempos monitoreados y en CON-I, una banda diferencial a 
CON (flecha azul), que aparece el día 4 y continúan hasta el final del ensayo. Tal como se 
observó en el recuento diferencial (Figura IV.21) a partir del día 4 de incubación no se 




observaron cambios significativos en la composición de CON y CON-I hasta el final del 
ensayo.  
 
IV.3.2.7 Determinación del espectro de degradación de CON y CON-I 
 
IV.3.2.7.a Degradación de distintos Hidrocarburos Policíclicos Aromáticos 
 
Se prepararon cultivos de CON y CON-I en distintos PAH (200 mg/L de antraceno, 
dibenzotiofeno, fluoreno y pireno), se incubaron durante 15 días y se determinó el porcentaje 




Tabla IV.13. Porcentaje de degradación de los cultivos de CON y CON-I en MML suplementados con 
200 mg/L en diferentes PAH luego de 15 días de incubación. -: no detectado.  
 
Los perfiles degradativos de PAH fueron diferenciales, siendo más amplio el de CON-I que 
presentó mayor eficiencia de degradación de dibenzotiofeno (38 ± 8%) con respecto a CON 
(24 ± 2%) y degradó antraceno (19 ± 3%) que no fue observado en CON. Tanto para 
fluoreno como pireno no se detectó degradación en ninguno de los consorcios. 
 
IV.3.2.7.b Electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE) 
 
Se estudió la estructura de CON y CON-I en los cultivos de los diferentes PAH (antraceno: 
A; dibenzotiofeno: D; fluoreno: F y Pireno: P) luego de 15 días de incubación. La Figura 
IV.23 muestra los resultados obtenidos a partir de PCR-DGGE donde se observó en ambos 
consorcios una baja diversidad bacteriana.  
En CON la comunidad fue similar para los cuatro hidrocarburos, sin observarse cambios en 
el perfil de DGGE para dibenzotiofeno, fluoreno y pireno. En la Figura IV.23 en las calles 
correspondientes a CON-I, se observó que el número de bandas para antraceno y 
dibenzotiofeno (recuadros azules) resultó mayor que para fluoreno y pireno. Los 
CON CON-I
Antraceno - 19 ± 3









hidrocarburos que presentan más bandas fueron los únicos PAH donde se detectó 
degradación por HPLC (Tabla IV.13). 
 
 
Figura IV.23. Análisis por PCR-DGGE de los cultivos de CON y CON-I en MML suplementados con 
200 mg/L de antraceno, dibenzotiofeno, fluoreno y pireno a los 15 días de incubación. A: Antraceno, 
D: Dibenzotiofeno, F: Fluoreno, P: Pireno, Sp: cepa 20006FA.  
 
Estos resultados muestran que la cepa inoculada se estableció en los cultivos con antraceno 
(A) y dibenzotiofeno (D), con lo que concuerda con el potencial de degradación de la cepa 
pura. La ausencia de la banda correspondiente a la cepa 20006FA en los perfiles de los 
cultivos en fluoreno (F) y pireno (P), indica que el establecimiento de la misma depende de 
su participación en el flujo del carbono. 
 
  






El uso de estrategias de bioaumento para el tratamiento de suelos contaminados debe ser 
antecedido por una serie de ensayos de laboratorio y estudios en microcosmos, a fin de 
evaluar la capacidad de los microorganismos seleccionados de colonizar el suelo y degradar 
el contaminante. Se hace necesario entonces adoptar una perspectiva ecológica, lo que 
permitirá profundizar en principio generales, teorías microbiológicas y aplicaciones prácticas 
del fenómeno de invasión (inoculación) (Mallon y col., 2015).  
El género Sphingomonas incluye muchas cepas que son atractivas como resultado de sus 
diversas adaptaciones ambientales y sus capacidades para degradar xenobióticos y 
contaminantes recalcitrantes, entre ellos los PAH (Zhao y col., 2017b; Khara y col., 2014; 
Dong y col., 2014; Stolz, 2009; Vandermeer y Daugulis, 2007). A pesar del aumento en el 
número de compuestos aromáticos que se sabe que son biodegradados por las 
Sphingomonas, muchos aspectos críticos de su metabolismo aún no se conocen, incluidos 
los metabolitos intermediarios de las vías de degradación, la evolución y dispersión de los 
grupos de genes relacionados con la degradación y los mecanismos reguladores (Zhao y 
col., 2017a).  
Estudios previos de la cepa Sphingomonas paucimobilis 20006FA, demostraron que posee 
varios de los rasgos deseables para la degradación de PAH, siendo candidata adecuada 
para procesos de bioaumento en suelos (Coppotelli y col., 2008). En este capítulo, con el 
objetivo de diseñar consorcios con alta eficiencia de biodegradación para el desarrollo de 
estrategias de bioaumento de suelos contaminados con PAH, se inoculó la cepa 20006FA 
en un consorcio natural degradador (CON). En primer lugar y con el fin de mejorar nuestra 
comprensión del proceso biológico y dilucidar la ruta completa de degradación de 
fenantreno, se realizó un enfoque que incluía estudios fisiológicos, genómicos y proteómicos 
sobre 20006FA. 
En un trabajo publicado por Zhao y col. (2017a), donde se realizó un análisis genómico 
comparativo de 26 cepas de Sphingomonas y Sphingobium se sugirió, por ejemplo, que las 
cepas BHC-A y EPA505 se deben colocar en el género Sphingobium en lugar de 
Sphingomonas. Reevaluamos si la secuenciación y afilación taxonómica del gen 16S rRNA 
de Sphingomonas paucimobilis 20006FA (GenBank: DQ400860.1) es un Sphingobium. La 
reclasificación taxonómica realizada por NCBI, dio como resultado una actualización en el 
nombre del organismo del genoma WGS a Sphingobium sp. 20006FA. Sin embargo, por 
cuestiones de coherencia con los trabajos publicados anteriormente con esta cepa, 
decidimos seguir utilizando el término Sphingomonas “sensu latu” para referirnos a esta 
cepa. La denominación amplia “sensu latu” se aplica para nombrar a bacterias 
pertenecientes al género Sphingomonas, el cual presenta 4 subgéneros propuestos por 




Takeuchi y col. (2001), denominados Sphingobium, Novosphingobium, Sphingopyxis y 
Sphingomonas (sensu stricto). 
Para profundizar en el conocimiento de los mecanismos involucrados en la degradación de 
fenantreno por 20006FA, se procedió a la secuenciación del genoma (Tabla IV.4), y en base 
a la asignación de la función de los genes putativos, se analizaron los diferentes pasos de 
las vías de degradación del hidrocarburo. El resultado indicó que se podía asignar al menos 
un CDS a cada uno de los pasos enzimáticos requeridos para la ruta completa de 
degradación del fenantreno y predijo la existencia de una ruta catabólica completa (Tabla 
IV.10 y Figura IV.8). La herramienta del servidor localizado en el sitio RHObase 
(Chakraborty y col., 2014) nos permitió asignar un paso de la ruta de degradación de 
fenantreno a algunas enzimas de 20006FA (Tabla IV.6). Las enzimas dioxigenasas 
hidroxilantes de anillo aromático encontradas, participarían principalmente de la ruptura del 
anillo (primer paso de la ruta), la enzima benzoato 1,2-dioxigenasa, atacaría sustratos 
carboxilados como el benzoato, que pueden ser generados por la descarboxilación del 
ftalato, producto formado por el orto clivaje de anillos aromáticos durante la degradación de 
PAH de bajo peso molecular (Mallick y col., 2011). Las enzimas benzoato dioxigenasas 
permiten la formación de catecol a partir de benzoato (Das y Chandran, 2011, Mallick y col., 
2011), lo cual sugiere la participación de estas enzimas en la activación de la vía baja de 
degradación. También algunas enzimas identificadas tienen especificidad por compuestos 
como salicilato y antranilato, intermediarios de la vía baja de degradación de PAH (Mallick y 
col., 2011; Habe y Omori., 2003), que permitirían la conversión de salicilato a catecol o 
gentisato, para luego entrar al ciclo de Krebs. 
Si bien las rutas catabólicas involucradas en la degradación aeróbica de compuestos 
aromáticos son diversas, comúnmente producen intermediarios de reacción derivados del 
catecol (Kasuga y col., 2007). Las enzimas EXDO permiten el clivaje de estos 
intermediarios, reacciones claves en la degradación de PAH (Suenaga y col., 2014). 
Mediante AromaDeg, se identificaron dos enzimas, catecol 2,3-dioxigenasa y 2,3-
dihidroxibifenil 1,2-dioxigenasa, pertenecientes a la familia EXDO I que atacarían 
compuestos bicíclicos y monocíclicos (Tabla IV.7). Tanto las secuencias de enzimas 
hidroxilantes de anillo aromático como las EXDO, han sido utilizadas como marcadores 
funcionales para estimar el potencial biodegradativo de comunidades bacterianas (Vilchez-
Vargas y col., 2013; Brennerova y col., 2009).  
Los datos proteómicos obtenidos para 20006FA, permitieron la identificación de enzimas 
que catalizan 19 pasos requeridos para la degradación de fenantreno a intermedios que 
ingresan al ciclo de Krebs (Figura IV.8). Entre las proteínas sobreexpresadas se encontraron 
enzimas que intervienen en el ataque inicial de fenantreno (enzimas hidroxilante de anillo 
aromático). Asimismo, se confirmó la presencia y expresión de algunas enzimas, como 




naftaleno 1,2-dioxigenasa, bifenil dioxigenasa y antranilato 1,2-dioxigenasa (Tablas IV.10), 
que pueden atacar el ftalato; enzimas como homogentisato 1,2-dioxigenasa y 2,3-
dihidroxibifenilo 1,2-dioxygenasa (Tabla IV.10) actuarían sobre el ácido protocatecuico, 
todas pertenecientes a la vía del orto-clivaje para la degradación de fenantreno. Los genes 
de la vía del orto-clivaje han sido bien caracterizados en otras especies (Iwabuchi y 
Harayama, 1998, 1997), pero sólo fueron descriptos previamente en dos cepas de 
Sphingomonas (Thiel y col., 2005; Kohler, 1999). Conjuntamente, enzimas como 4-hidroxi-2-
oxovalerato aldolasa y 4-carboximuconolactona descarboxilasa actuarían sobre el 
salicilaldehído de la ruta del meta clivaje (Tabla IV.10).  
En estudios previos se evidenció a nivel fisiológico que 20006FA podría degradar de manera 
eficiente el fenantreno, mediante la vía del meta clivaje, a AHN y ácido salicílico como 
principales productos metabólicos (Coppotelli y col., 2010) (Figura señalador). Diferentes 
autores han reportado iguales resultados para otras otras especies de la familia 
Sphingomonadaceae (Zhao y col., 2017b; Ban y col., 2016; Roy y col., 2012; Pinyakong y 
col., 2000). Si bien se conoce que las Sphingomonas podrían seguir las vías del orto o 
metaclivaje (Cerniglia y Yang, 1984; Gibson, 1984), hay pocos estudios que demuestren que 
presentan activas las dos vías para la degradación de fenantreno. Un trabajo de enfoques 
fisiológicos y ómicos realizado por Lyu y col. (2014) en la cepa Novosphingobium 
pentaromativorans US6-1, una bacteria marina aislada de sedimentos lodosos, sugirió que 
la degradación de PAH podía seguir la ruta del o-ftalato o la vía del salicilato, hasta el ciclo 
del ácido tricarboxílico (TCA) (Lyu y col., 2014), y un análisis de caracterización fenotípica 
realizado por Segura y col. (2017) sobre una cepa de Novosphingobium sp. HR1a mostró 
que crece en una amplia gama de posibles intermediarios de la vía de degradación de 
fenantreno, como salicilato, protocatecuato y o-ftalato. En los resultados obtenidos para 
20006FA, los estudios proteómicos (Figuras IV.6 y IV.7 y Tabla IV.9) y fisiológicos (Tabla 
IV.2 y Figura IV.3) aportaron claras evidencias de que la cepa podría tener activa las dos 
vías. 
En cuanto a la disposición de los genes catabólicos, se encontraron dispersos en todo el 
genoma, como se ha observado para otras Sphingomonas (Zhao y col. 2017a; Demaneche 
y col., 2004; Pinyakong y col., 2003; Romine y col., 1999), en contraste con la estructura 
organizada en operones regulada coordinadamente de los genes en Burkholderia, 
Pseudomonas y Rhodococcus (Khara y col., 2014). En cambio las bacterias del género 
Sphingomonas exhiben una organización flexible de genes (diferentes combinaciones con 
algunos grupos de genes conservados), cuya plasticidad contribuiría a la versatilidad 
catabólica, a través de ajustes rápidos y eficientes ante la presencia de nuevos compuestos 
(Zhao y col., 2017a; Basta y col., 2005). Otros estudios sobre cepas de Sphingomonas 
degradadoras de PAH indicaron que ciertos genes catabólicos se localizaron en plásmidos 




(Basta y col., 2005). Las similitudes de secuencia observadas entre los genes phn (genes 
catabólicos de fenantreno) de la cepa 20006FA y los genes bph (genes catabólicos de 
bifenilo) correspondientes encontrados en el plásmido pNL1, parece informar que la 
disposición genética es la misma. Estos genes, junto con los genes de la vía superior, 
otorgan la capacidad de degradar naftaleno, fenantreno, antraceno y bifenilos hasta 
compuestos intermediarios del ciclo de Krebs (Habe y Omori., 2003, Pinyakong y col., 2003). 
Otras proteínas inducidas por fenantreno encontradas en los extractos celulares de 
20006FA (Tabla IV.11) exhibieron una alta similitud de secuencia con los productos génicos 
encontrados en pNL1, incluyendo una xylQ (acetaldehído deshidrogenasa; spot C), nahE (2-
hidroxi-bencilpiruvato aldolasa; spot 7) y bphK (glutatión S-transferasa; spot U). Los grupos 
bph y xyl, también presentes en el plásmido pNL1 se encontraron en los genomas de otras 
cepas degradadoras de PAH que pertenecen al grupo de Sphinomonas “sensu latu” como la 
cepa Sphingobium sp. C100 (Dong y col., 2014) y Sphingobium yanoikuyae B1 (Zhao y co., 
2017b y 2015). Un estudio de nuestro laboratorio realizado por Starevich (2016), utilizando 
métodos de extracción y purificación de ADN plasmídico, confirmó la presencia de 
megaplásmidos en la cepa 20006FA. En S. paucimobilis 20006FA como en otras 
Sphingomonas (Segura y col., 2017; Zhao y col., 2017a y 2015), se localizaron grupos de 
genes flanqueados por elementos IS (Figura IV.5), que promueven la transferencia de los 
genes y proporcionan funciones metabólicas periféricas. La transferencia de grandes 
plásmidos responsables de la degradación de los PAH se ha observado en cepas 
Sphingomonas y Sphingobium (Basta y col., 2004). Algunos autores han sugerido que si se 
lleva a cabo la estrategia de bioaumento mediante la inoculación con microorganismos que 
poseen elementos genéticos móviles (como plásmidos y transposones) portando genes 
degradativos, estos serían transferidos horizontalmente a las poblaciones bacterianas 
indígenas contribuyendo a la remediación (Top y col., 2002; Weekers y col., 2001). 
Cuando 20006FA se cultivó en MML con fenantreno como única fuente de carbono, pudo 
degradar eficientemente el 52,9% del fenantreno presente en una concentración inicial de 2 
g/L en 20 días (Coppotelli y col., 2010), 60% con una concentración inicial de 0,84 g/L en 15 
días y más de 98% cuando la concentración fue de 0,2 g/L también en 15 días (Figura IV.2 a 
y Tabla IV.1), mostrando mayor eficiencia de degradación cuando la concentración de 
fenantreno fue menor. Estos resultados concuerdan con los de Waigi y col. (2015), que 
también han observado que la concentración de un contaminante como el fenantreno juega 
un papel crítico en el crecimiento bacteriano y, como consecuencia, podría producir menores 
tasas de degradación a concentraciones más altas de contaminante. Además, una 
acumulación de metabolitos de fenantreno puede conducir a una toxicidad que afecta el 
crecimiento celular (Zhao y col., 2008; Yuan y col., 2000), siendo uno de los factores 
responsable en la inhibición de la degradación de PAH (Kazunga y Aitken, 2001). Algunos 




reportes en cepas de Sphingomonas mostraron que concentraciones de 100 ppm o menos 
de AHN favorecieron un crecimiento más rápido, en comparación con las concentraciones 
superiores a 100 ppm (Waigi y col., 2015). 
Se sabe que varios metabolitos podrían inhibir la biodegradación sobre diferentes PAH, 
probablemente debido a la competencia de las enzimas involucradas en la oxidación y el 
transporte, la acumulación de subproductos citotóxicos y el bloqueo de la inducción 
enzimática (Kim y col., 2004; Van Hamme y col., 2003; Bouchez y col., 1995).  
Junto con la degradación de fenantreno, observamos que la cepa acumuló AHN, alcanzando 
valores mayores cuanto más alta era la concentración inicial de fenantreno (Figura IV.2 b y 
Tabla IV.1), lo que podría causar la disminución de la velocidad de degradación del 
compuesto. Asimismo, a la mayor concentración de fenantreno, la cepa no consigue 
degradar el metabolito, mientras que a la concentración más baja (0,2 g/L), no se detectó 
AHN al final del ensayo (Tabla IV.1). Resultados similares han sido encontrados en otra 
cepa de la familia Sphingomonadaceae, Novosphingobium sp. HR1a, seleccionada por la 
excelente capacidad de degradar PAH en suelos, donde se produjo una acumulación 
transitoria de AHN en cultivos líquidos suplementados con baja concentración de fenantreno 
(0,1 g/L), que no se detectó hacia el final del experimento (6 días) (Segura y col. 2017). El 
AHN se ha considerado uno de los intermedios metabólicos cruciales en la degradación del 
fenantreno (Ghosal y col., 2010; Mallick y col., 2007; Keum y col., 2006). Postulamos que la 
presencia de AHN endógeno en altas concentraciones, podría haber inhibido la degradación 
de fenantreno. Cuando se estudió la degradación de AHN (0,05 g/L) presente en los cultivos 
como única fuente de carbono y energía, la cepa degradó eficientemente el metabolito 
(Tabla IV.2), alcanzando un 94% de eliminación después de 15 días. Sin embargo, a 
concentraciones crecientes de AHN (> a 0,14 g/L), se observó un aumento de la fase de 
latencia junto con una inhibición del crecimiento (Martínez, 2010). En este trabajo, las 
concentraciones de AHN acumulado durante la degradación de fenantreno en 
concentraciones altas, alcanzaron y hasta superaron concentraciones de 0,14 g/L (Tabla 
IV.1). De hecho, a las 96 horas, el momento en que se muestra una disminución en la 
velocidad de degradación de fenantreno (Figura IV.2 a), la acumulación de AHN alcanzó esa 
concentración límite (Figura IV.2 b), a partir de la cual comienza a ser tóxica para la cepa.  
A pesar de que se ha considerado a la ruta del meta clivaje como la vía principal de 
degradación del AHN por las cepas de Sphingomonas (Roy y col., 2012; Pinyakong y col., 
2000) hasta el momento, no se han encontrado claras evidencias de cuales serían la/s 
enzimas responsables de esa reacción que resulta un paso clave en la biodegradación de 
fenantreno por bacterias Gram-negativas, y que se indica en el paso 14 de la figura IV.8 
presentada para 20006FA. Hasta ahora, se ha propuesto que tanto la hidroxilación de 
salicilato como la conversión de AHN en 1,2-dihidroxinaftaleno serían catalizadas por la 




enzima salicilato hidroxilasa (Cho y col., 2005; Balashova y col., 2001). En un trabajo 
realizado por Pinyakong y col. (2003), hallaron tres enzimas salicilato 1-hidroxilasas 
isofuncionales en la cepa Sphingobium sp. P2, que constan de 3 componentes (hidroxilasa, 
ferredoxina y ferredoxina reductasa), sugiriendo que se requieren los tres componentes para 
el catabolismo de fenantreno en esta cepa. Sin embargo, las tres isoenzimas salicilato 1-
hidroxilasas de la cepa P2 no pudieron catalizar la conversión de 1-hidroxi-2-naftoato a 1,2-
dihidroxinaftaleno, como si se demostró en una cepa de Pseudomonas putida BS202-P1 
(Balashova y col. 2001).  
Por otro lado, Jouanneau y col. (2007) purificaron la enzima salicilato hidroxilasa y 
encontraron que el AHN no era un sustrato, sino que inducía la oxidación de NADH a una 
velocidad elevada en una reacción desacoplada que, a su vez, podía inhibir la degradación 
de PAH. Observaron una inhibición de la hidroxilación de salicilato por la presencia del AHN 
y postularon que esa inhibición podría ser perjudicial para las células bacterianas que crecen 
en hidrocarburos policíclicos aromáticos. El salicilato es un intermediario de varios PAH y su 
hidroxilación puede ser un cuello de botella si se ve sometida a inhibición metabólica. Se 
necesitan más esfuerzos para identificar inequívocamente en Sphingomonas la enzima 
responsable de la hidroxilación de AHN, que es un paso esencial en el catabolismo de 
fenantreno (Jouanneau y col., 2007), y que podría ser un punto en la regulación en la cepa 
20006FA. En nuestro estudio, a pesar de no encontrar la salicilato hidroxilasa en los 
resultados del proteoma, incluimos esa enzima en la ruta de degradación de la Figura IV.8 
en función de la ubicación genética y la confirmación funcional de la actividad enzimática, ya 
que el salicilato fue degradado por esta cepa (Coppotelli y col., 2010) (Tablas IV.2 y IV.5).  
Dado que en nuestro estudio la acumulación de AHN que ocurre durante la degradación de 
fenantreno dificulta su eliminación, se intentó esclarecer qué procesos regulatorios ocurren 
en los tiempos claves de degradación y eliminación. El patrón de inducción de proteínas 
varió entre las 24 y 96 horas de exposición al fenantreno. El mayor número de enzimas que 
participan en la degradación se expresaron a las 96 horas (Figura IV.7 y Tabla IV.9), a pesar 
que el AHN se acumuló a ese tiempo (Figura IV.2 b). La enzima aldehído deshidrogenasa, 
que actúa en el paso 6 de la Figura señalador y que generaría AHN, se encuentra en un alto 
número de copias en el genoma de 20006FA (Tabla IV.5). Estas enzimas están 
ampliamente distribuidas en organismos vivos y están involucradas en la desintoxicación de 
los aldehídos tóxicos producidos por varias vías metabólicas celulares, siendo reconocidas 
como una de las enzimas esenciales para la degradación de muchos hidrocarburos (Sierra-
García, 2014). Estas enzimas que catalizan la oxidación irreversible de una amplia gama de 
aldehídos xenobióticos a sus ácidos correspondientes (Panoutsopoulos y col., 2004) se 
encuentran generalmente en clusters de genes de degradación de PAH (Sierra-García, 
2014; Pérez-Pantoja y col., 2012; Haritash, 2009; Demanèche y col., 2004). En 20006FA se 




encontró una acetaldehído deshidrogenasa (spot C), cuyo gen presenta alto número de 
copias (Tabla IV.5), expresada en ambos tiempos y una acetaldehído y benzaldehído 
deshidrogenasas (spots 27 y 31) expresada a las 96 horas, lo que sugieren que podría 
haber un evento regulador en esta etapa, debido a que la enzima se encuentra inducida por 
la presencia de altas concentraciones de fenantreno, acumulando una concentración de 
AHN que la célula no llega a degradar.  
Si bien la secuenciación de alto rendimiento ha permitido esclarecer el arsenal genético de 
las bacterias que degradan hidrocarburos, haciendo factible la anotación proteica y la 
predicción y reconstrucción de la ruta metabólica, la mera presencia de genes catabólicos 
putativos en el genoma bacteriano no garantiza la biodegradabilidad en un entorno dado 
(Perruchon y col., 2017). El estudio de los elementos reguladores junto con el análisis 
proteómico ofrece una visión dinámica única de la red catabólica en el contexto de la 
respuesta celular global y la adaptación a la exposición a contaminantes (Perruchon y col., 
2017). Los genes de PAH implicados en la misma ruta de degradación del compuesto 
aromático están específicamente regulados a nivel transcripcional por proteínas reguladoras 
que se activan por compuestos aromáticos (Fernández y col., 1994). Como se mencionó 
anteriormente, la regulación de genes para la degradación de compuestos aromáticos en 
Sphingomonas es bastante compleja. Khara y col., (2014) encontraron en Sphingobium 
algunos genes que codifican reguladores transcripcionales que pertenecen a la familia NtrC, 
los cuales se identificaron muy cerca de los genes que codifican el catabolismo de 
compuestos aromáticos, no obstante, estos reguladores no pudieron encontrarse en el 
genoma de la cepa 20006FA (Tabla IV.8), posiblemente porque el genoma está 
parcialmente secuenciado, y se pudo haber perdido información. Se sabe que los miembros 
de esta familia activan la ARN polimerasa que contiene el factor sigma alternativo σ54. Los 
análisis de las secuencias de la región promotora del plásmido catabólico pNL1 en la cepa 
F199 sugirieron que los eventos reguladores se modulan a través de la interacción de 
promotores de este tipo con el factor σ54 (Romine y col., 1999). Homólogos de estos 
reguladores se encuentran en muchas Sphingomonas que tienen una organización similar 
de genes degradativos y se ha reportado que estas cepas (Sphingomonas sp. P2, 
Novosphingobium pentaromativorans US6-1 y Sphingobium sp. PNB) mineralizan con éxito 
el fenantreno o PAH de alto peso molecular. Reguladores transcripcionales del tipo TetR se 
encontraron en un alto número de copias (61 CDS) distribuidos en todo el genoma de 
20006FA (Tabla IV.8). Tropel y col. (2004) sostienen que estos reguladores están a menudo 
involucrados en la degradación aromática. Sin embargo, su rol no se ha podido comprobar, 
ya que se encontró ausente en muchas Sphingomonas degradadoras comparadas en otros 
estudios (Khara y col., 2014). 




Teniendo en cuenta que las oxigenasas necesitan componentes de transferencia de 
electrones para realizar sus conversiones enzimáticas, se encontró una discrepancia 
numérica entre los spots de las proteínas de enlace 2Fe-2S expresadas en los cultivos de 
fenantreno (spot M en la Figura IV.7 b y Tabla IV.10). Se ha observado que una copia del 
gen del componente de transferencia de electrones puede ser compartida por las múltiples 
oxigenasas terminales para una actividad enzimática completa (Moritz y col., 2004; 
Pinyakong y col., 2003). Esto es consistente con los hallazgos de Khara y col. (2014) en 
Sphingomonas que reveló que un clado de genes de siete componentes de enzimas 
hidroxilantes de anillo aromático (RHO) interactúa con un único conjunto de proteínas de 
transporte de electrones (ET). 
En nuestro análisis proteómico sobre la cepa 20006FA, el hecho de que a las 96 horas 
cuando se frena la degradación de fenantreno, el número de enzimas dioxigenasas 
encontradas sea mayor (spots B, J, L, M, 8, 29) que a las 24 horas (spots B, 8) sugiere que 
la regulación de la tasa de degradación del fenantreno ocurre a nivel transcripcional (Figura 
IV.7 y Tabla IV.9) y por proteínas reguladoras que se activan por compuestos aromáticos 
(Fernández y col., 1994). 
Para lograr un proceso de biorremediación eficiente, es importante encontrar bacterias 
involucradas en la realización de una vía de degradación completa de manera que los 
metabolitos potencialmente tóxicos no se acumulen (Kazunga y col., 2001). Si este no es el 
caso, es importante saber qué metabolitos se espera que se acumulen para que otras cepas 
capaces de degradar esos metabolitos puedan añadirse si es necesario (Zhao y col., 2008). 
Si bien hay poca información disponible sobre el destino en el medio ambiente, la 
biodisponibilidad y los mecanismos de toxicidad para la mayoría de los intermediarios de la 
degradación de PAH. Algunos metabolitos hidroxilados derivados de los PAH, como 2-
hidroxinaftaleno,  
2-hidroxidibenzofurano, 2-hidroxi-9-fluorenona, 2-hidroxifluoreno, 1-hidroxipireno y  
1-hidroxinaftaleno están asociados con un aumento de la inflamación y el estrés oxidativo y 
pueden causar cambios sistémicos durante el embarazo (Ferguson y col., 2017). Un estudio 
realizado por Carney y colaboradores en 2008 sobre embriones de peces Medaka 
(Oryziaslatipes) reveló que los cuatro isómeros de AHN poseen toxicidad. Parikha y col. 
(2004) informaron que el AHN posee menos sorción a sedimentos orgánicos estuarinos a 
temperatura y pH ambientales, que el fenantreno. Esa menor sorción del AHN reflejaría su 
mayor polaridad y solubilidad en agua, por lo que los metabolitos de PAH podrían estar más 
biodisponibles y ser biológicamente más activos que los compuestos parentales. Postularon 
así que el AHN es /será más tóxico que su compuesto progenitor, el fenantreno (Parikha y 
col., 2004).  




Se sugirió que los co-cultivos de cepas de Sphingomonas con otros géneros bacterianos, 
que permiten actividades metabólicas cooperativas, puedan reducir la concentración de los 
metabolitos tóxicos de degradación de los PAH (Yuan y col., 2000; Bouchez y col., 1999). 
Se estudió el co-cultivo del consorcio microbiano CON y la cepa exógena 20006FA, en el 
cultivo llamado CON-I. La introducción de microorganismos a un ambiente se considera 
exitosa cuando la/s especie/s introducida/s presenta/n la capacidad de alterar las 
interacciones dentro de una comunidad y generar cambios en la estructura de la comunidad 
e impactos neutrales, benéficos o negativos en el nuevo hábitat (Mallon y col., 2015). 
Se observó que el consorcio inoculado resultó ser más eficiente en degradar el 
contaminante (78%), y además, no acumuló el metabolito intermediario AHN (Figura IV.9). 
Estos cambios producidos en el consorcio natural fueron causados por la presencia de la 
cepa 20006FA, que interaccionaría con algunos microorganismos dentro de CON, causando 
un efecto sinérgico. Efectos similares de sinergia se observaron entre las 5 cepas aisladas 
de un consorcio degradador del herbicida linuron (Dejonghe y col., 2003). De los 5 aislados 
sólo uno fue capaz de usar linuron como única fuente de carbono, nitrógeno y energía (la 
cepa Variovorax sp. WDL1), adicionalmente 3 de los otros 4 aislados son capaces de 
degradar compuestos intermediarios en la ruta de degradación de linuron. La degradación 
se vio aumentada por una interacción sinérgica cuando la cepa WDL1 fue cultivada con los 
otros 4 aislados (Dejonghe y col., 2003). Efectos sinérgicos en consorcios también se 
observaron durante la degradación de fluoreno (Casellas y col., 1998) y de fenantreno (Kim 
y col., 2009).  
En la naturaleza, la biorremediación depende también de las interacciones sinérgicas para la 
degradación de PAH (Ghazali y col., 2004). Debido a que el AHN es acumulado por la cepa 
20006FA y CON, pero no en CON-I, (Figura IV.9), se analizó el comportamiento de los 
consorcios cultivados con este metabolito como única fuente de carbono. La cinética de 
degradación de AHN resultó ser similar en CON y CON-I, que degradaron un 84% el día 15. 
Sin embargo, el día 4, CON-I degrada un porcentaje mucho mayor (95 ± 14%) que el 
alcanzado por CON (30 ± 4%) (Figura IV.20). Es importante considerar que debido a la 
dinámica observada en CON en el cultivo con fenantreno (Fig. IV.15), la comunidad que no 
logró degradar el AHN acumulado el día 4 podría ser diferente al inóculo inicial (consorcio 
activado) sembrado en el medio que contiene AHN como única fuente de carbono. 
Durante la degradación de fenantreno, la cepa 20006FA causó cambios en la composición, 
diversidad y dinámica de CON, observados tanto a nivel cultivable (Figuras IV.9, IV.10 y 
IV.13) como molecular (Figuras IV.15, IV.17 y IV.18), que podrían ser considerados como un 
indicio de establecimiento del inoculante.  
En CON-l, la degradación de fenantreno que se produjo durante todo el tiempo monitoreado, 
coincidió con un predominio en las colonias amarillas (característica morfológica de la cepa 




20006FA; Figura IV.12) que además siguió el comportamiento de bacterias degradadoras de 
hidrocarburos (Figura IV.13). De esta manera, el crecimiento neto positivo en colonias 
(principalmente de morfología de la cepa inoculada) pondría en evidencia una invasión 
exitosa, donde el invasor se convierte en un residente autóctono (Mallon y col., 2015). 
Asimismo, el recuento diferencial en AHN mostró una dinámica diferencial entre CON y 
CON-I causada por la inoculación con la cepa (Figura IV.21).  
El espectro de degradación de CON-I coincidió con el de 20006FA (Tablas IV.2, IV.3 y 
IV.13) y fue diferencial entre los consorcios (Tabla IV.13), siendo más amplio el de CON-I. 
En todos los perfiles de DGGE (Figuras IV.15, IV.22 y IV.23) se observó en las calles 
correspondientes a CON-I, la permanencia de la cepa inoculada durante el período de 
incubación. Se observó en CON-I, una disminución en la diversidad genética durante la 
degradación (Figura IV.15), que también se reflejó en el valor del índice de Shannon [1D] 
(Tabla IV.11), que podría indicar un desplazamiento de las otras especies por parte de 
20006FA. El cambio en la estructura genética mostraría que la inoculación modula la 
dinámica de CON y que la cepa introducida representa un componente significativo dentro 
de CON-I. Se ha reportado que los cambios en la composición de una comunidad bacteriana 
indígena causada por una cepa introducida exógenamente (Yang y col., 2016; Boon y col., 
2000) definen el establecimiento de la cepa introducida. 
La pirosecuenciación provee información de la estructura y diversidad de una comunidad 
con alta resolución revelando la presencia de los miembros presentes en baja abundancia 
(Bohorquez y col., 2012). Los resultados de los estudios de pirosecuenciación del gen 16S 
rRNA revelaron que el género mayoritario de CON y CON-I es Sphingobium (Figura IV.17), 
quien forman parte de las Sphingomonas, conocidas por ser catabólicamente versátiles y 
genéticamente adaptados a diferentes condiciones ambientales (Zhao y col. 2017a; Waigi y 
col., 2015; Madueño y col., 2011; Guo y col., 2005; Chung y King, 2001). El porcentaje de 
secuencias pertenecientes a la familia Sphingomonadaceae (Sphingobium + Sphingomonas) 
se mantuvo constante, mientras que la inoculación logró aumentar el porcentaje de 
secuencias de Burkholderia (Figura IV.17), un género bacteriano considerado responsable 
de la degradación de PAH en suelo o sedimentos (Sun y col., 2010), lo que sugiere una 
interacción con la cepa inoculada. Los resultados en este trabajo sugieren un efecto de 
coexistencia entre las especies de Sphingomonas y Burkholderia. Anteriormente se había 
informado que las especies de los dos géneros coexistían en cultivos enriquecidos con PAH 
(Vacca y col., 2005; Mueller y col., 1997). Si bien se han reportado evidencias de relaciones 
sinérgicas entre géneros de los órdenes Sphingomonadales y Burkholderiales durante la 
degradación de PAH (Festa y col., 2017; Tauler y col., 2015; Huang y col., 2008). Joshi y 
col., (2015) reportaron que la inoculación de un cultivo mixto de Sphingobium 
chlorophenolicum y Burkholderia cepacia no fue tan efectiva como lo fue la inoculación con 




cultivos puros de las mismas cepas en ensayos de bioaumento de agua contaminada con 
pentaclorofenol, sugiriendo la posibilidad de efectos antagónicos o de competencia, que no 
fueron los que se observaron en CON-I, donde aumentó la eficiencia y potencial de 
degradación (Figura IV.9 y Tabla IV.13). El género Klebsiella disminuyó en CON-I con 
respecto a CON (Figura IV.17). Algunos estudios sugieren que cepas del género Klebsiella 
tienen la capacidad de degradar altas concentraciones de PAH como fenantreno y pireno, 
mostrando un gran potencial en la biorremediación de suelos contaminados (Li y col., 2017; 
Hassan y col., 2015; Xu y col., 2016; Ping y col, 2014; Chikere, 2012). Otros reportes de 
bacterias de la misma familia, demostraron que presentaban actividad bioemulsificadora en 
cultivo líquido con hidrocarburos (Hua y col., 2010; Toledo y col., 2008).  
A partir del extracto de proteínas de los cultivos en fenantreno se obtuvieron los 
metaproteomas de CON, CON-I y 20006FA. El primer estudio se hizo por SDS-PAGE, el 
cual a pesar de estar trabajando con una comunidad microbiana, permitió una buena 
separación de las proteínas. En la figura IV.18, el estudio de los metaproteomas mostró que 
la inoculación con la cepa 20006FA produjo la desaparición de numerosas bandas, en 
comparación con los perfiles proteicos de CON, y la aparición de otras que podrían 
corresponder a la cepa inoculada (flechas amarillas de la figura IV.18).  
Para intentar dilucidar el rol de los distintos integrantes de CON-I se comenzó con el estudio 
de la expresión de proteínas específicas en respuesta a la utilización de fenantreno. Se 
procedió a la secuenciación de algunas bandas diferenciales entre el día 4 y el día 15 
encontrándose en el CON-I dos enzimas B01 y B02 que pertenecen a la ruta de 
degradación de fenantreno y corresponden al género Sphingomonas, una naftaleno 
dioxigenasa y una alcohol deshidrogenasa, que se expresaron el día 15 a pesar de ser las 
primeras de la ruta de degradación (Tabla IV.12 y Figura IV.19). Así, a pesar de que no 
aumento la proporción de Sphingomonas (Figura IV.17) en CON-I, hay mayor expresión de 
algunas de sus proteínas. 
Un mecanismo importante que limita la invasión en comunidades altamente diversas es la 
competencia por los nutrientes, el establecimiento de la especie invasora depende de la 
cantidad de recursos que no son consumidos por las especies nativas, y de la tasa a la que 
la especies nativas e invasoras los consumen (Van Elsas y col., 2012). Al estudiar el efecto 
de la inoculación sobre la estructura de la comunidad bacteriana de CON en las distintas 
fuentes de carbono utilizadas (fenantreno, AHN, antraceno, dibenzotiofeno, fluoreno y 
pireno) se observó la banda correspondiente a la cepa inoculada en los cultivos conteniendo 
los compuestos que mostraron degradación (Figuras IV.15, IV.22 y IV.23), mientras que en 
las calles correspondientes a fluoreno y pireno (compuestos que no degrada la cepa 
20006FA en cultivos puros como tampoco formando parte del consorcio), la banda de la 




cepa desaparece, indicando que el establecimiento depende de su participación en el flujo 
de carbono y energía.  
La cepa Sphingomonas paucimobilis 20006FA cumplió con algunos de los rasgos claves 
como la invasividad, la adaptación rápida en la comunidad bacteriana y la permanencia a lo 
largo del tiempo, que deben presentarse para que un microorganismo se establezca y 
difunda con éxito según las interacciones ecológicas entre especies (Whitney y Gabler, 
2008). Esto se vio reflejado en los niveles de degradación alcanzados en fenantreno y otros 
PAH por CON-I con respecto a CON. A pesar de ello, no se lograron obtener los valores de 
degradación conseguidos en cultivos puros de 20006FA. No obstante, la inoculación de 
20006FA en CON (CON-I) evitó la acumulación de AHN. Estos cambios estarían indicando 
que la cepa introducida es altamente competitiva y se adaptó a las condiciones imperantes 
dentro de CON durante la degradación de fenantreno, incrementando su potencial 
degradativo. La capacidad de los microorganismos para mantenerse dentro de una 
población, propagarse y crecer define la existencia de un establecimiento y aumenta sus 
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V. Diseño de consorcios bacterianos con alta eficiencia de degradación de PAH: 
Estrategia II 
 
Este capítulo tuvo como objetivo diseñar consorcios sintéticos combinando todas las cepas 
aisladas a partir del consorcio natural CON, con el fin de establecer la contribución de cada 
población al proceso de degradación de fenantreno y estudiar su potencial para ser 
utilizados como inoculantes en procesos de biorremediación.  
 
V.1 Cepas aisladas de CON 
 
En trabajas previos de laboratorio se aislaron y caracterizaron fisiológicamente 4 cepas 
pertenecientes a CON, representantes de los tres tipos de colonias observados en los 
recuentos (amarillas, blancas y transparentes) (Figura IV.14). Estas cepas se identificaron 
por secuenciación del gen 16S rRNA como: Sphingobium sp., (AM) (α-Proteobacteria), 
Pseudomonas sp. (Bc-h y T) y Klebsiella aerogenes (B) (δ -Proteobacteria) (Festa y col., 
2013). 
Ensayos en cultivos puros de las cepas aisladas mostraron que sólo la cepa AM era capaz 
de degradar fenantreno (87%) luego de 7 días de incubación, acumulando 73 ± 12 mg/L de 
AHN el día 4, valor que luego disminuye el día 15 (4,1 ± 0,1 mg/L) (Festa y col., 2013).  
Al diseñar consorcios definidos combinando las cepas aisladas de a pares (AM+T, AM+Bc-h 
y AM+B), se observó una degradación superior al 97% y significativamente mayor a la 
eliminación alcanzada por la cepa Sphingobium sp. AM (87,5%) y por CON (59%), luego de 
7 días de incubación. Esos consorcios definidos acumularon AHN el día 2 que no se detectó 
luego de 7 días (Festa y col., 2013). 
A partir de la información de la composición bacteriana de CON realizada por 454-
pirosecuenciación, que reveló la frecuencia relativa de filotipos a nivel de género (Festa y 
col., 2016a), mencionada en el capítulo IV sección IV.3.2.4 y las evidencias encontradas por 
metagenómica funcional de la presencia en CON de por lo menos otro género degradador 
perteneciente al orden Burkholderiales (Festa y col., 2017), se realizaron nuevos esfuerzos 











V.2.1 Aislamiento, caracterización e identificación de cepas del consorcio natural 
degradador de fenantreno (CON) para ser utilizadas en el diseño de consorcios 
sintéticos con alta eficiencia de degradación de PAH 
 
V.2.1.1 Aislamiento y caracterización  
 
Para obtener nuevos aislados de bacterias cultivables, se utilizó una alícuota de CON 
reactivado y diferentes medios de cultivo que se muestran en la tabla V.1. A partir de la 
información obtenida por pirosecuenciación, conocemos que el género Burkholderia está 
representando un 2,5% del total de CON. Asimismo, los estudios metagenómicos y 
metaproteómicos realizados sobre CON (Festa y col., 2017), determinaron la presencia de 
una cepa perteneciente al género Burkholderia potencialmente degradadora de fenantreno. 
Se utilizó el medio Baz, un medio semisólido libre de nitrógeno selectivo para 
Burkholderiales, que contiene ácido azelaico como fuente de carbono y azul de bromotimol 
como indicador. El crecimiento de colonias del género Burkholderia produce el viraje del 
medio al azul debido a la alcalinización del mismo. Después de la incubación, no se pudo 
observar crecimiento ni viraje del indicador. En otro intento, se utilizó el medio selectivo para 
la especie Burkholderia cepacia (BSCA) (Henry y col., 1997) que contiene lactosa y 
sacarosa, además del indicador rojo de fenol y 3 antibióticos: gentamicina (40 mg/L), 
ampicilina (50 mg/L) y polimixina (50 mg/L). Luego de 7 días de incubación a 25 °C no se 
observó crecimiento. Por otro lado, en placas con el medio rico y selectivo para Burkholderia 
LGI, con baja concentración de extracto de levadura, y ácido cítrico para ajustar el pH=6, 
luego de la incubación, se observó crecimiento de colonias con un único tipo de morfología 
(Tabla V.1: Colonia I, Figura V.1 a).  
También, se intentó aislar microorganismos pertenecientes al género Inquilinus, que 
mostraron una abundancia relativa de 1,2% dentro de CON (Figura IV.17). Sabiendo que la 
especie Inquilinus ginsengisoli es resistente al antibiótico colistina (Wellinghausen y col., 
2005), se utilizó el medio R2A suplementado con este antibiótico, obteniéndose colonias 
aisladas (Tabla V.1: Colonia II). Estas colonias presentaron una característica diferente al 
resto de las bacterias previamente aisladas, se tornaban de color marrón luego de 
guardadas una semana a 4°C (Figura V.1 b). 
Como se encontró en CON un 0,3% de la abundancia relativa en el género Bradyrhizobium, 
se utilizó el medio EMA – Extracto de levadura, Manitol (YEM, Vincent, 1970) selectivo para 
este género, para su aislamiento. Luego de unos días de incubación, se pudo observar la 




presencia de una colonia blanca, translucida, pequeña con morfología diferente a las 





Tabla V.1. Medios de cultivos utilizados para el aislamiento de diferentes especies de CON. 
 




Figura V.1. Fotografía del aislamiento de la colonia) I, b) II y c) III en R2A. 
 
Sobre cultivos puros obtenidos a partir de las colonias aisladas (Colonia I, II y III) se realizó 
una caracterización fisiológica utilizando pruebas bioquímicas convencionales. La Tabla V.2 
resume los resultados obtenidos para la caracterización fenotípica.  
 
Inquilinus Bradyrhizobium
Baz LGI BSCA R2A+Colistina EMA











Tabla V.2. Caracterización fenotípica de las colonias aisladas I, II y III. ND: no determinado. 
 
V.2.1.2 Identificación de cepas mediante secuenciación del gen 16S rRNA  
 
Sobre los aislados I, II y III se realizó la secuenciación del gen 16S rRNA completo. Los 
resultados de su afiliación genética y el número de acceso a GenBank se muestran en la 
Tabla V.3. La colonia I mostró un 99% de similitud con la cepa Klebsiella aerogenes B, 
aislada previamente (Festa y col., 2013). Las colonias II y III resultaron ser nuevos aislados 
bacterianos; la secuenciación del gen 16S rRNA y su posterior comparación con las 
secuencias depositadas en la base de datos de NCBI utilizando el programa BLAST, 
permitió la afiliación taxonómica de los mismos. La cepa II clasificó como Inquilinus limosus 
con un 99% de similitud y la cepa III como Burkholderia sp., alcanzando el mismo porcentaje 
















































































































Bacilo (-) ND ND ND ND Alc/Alc ND ND






Tabla V.3. Resultados de la secuenciación del gen 16S rRNA y afiliaciones taxonómicas de las 
colonias aisladas I, II y III del consorcio. a Número de acceso a GenBank de las secuencias 
perteneciente a la cepa aislada. b Número de acceso a GenBank de la secuencia bacteriana más 
cercanamente relacionada.  
 
V.2.2 Estudio de la capacidad degradadora de PAH de las cepas 
 
V.2.2.1 Degradación de fenantreno y metabolitos intermediarios de su vía de 
degradación 
 
Se estudió la degradación de fenantreno (200 mg/L) luego de 7 días de incubación y la 
degradación de dos de los principales intermediarios de la vía, ácido 1-hidroxi 2-naftoico 
(AHN) y ácido salicílico (AS), suplementados con 100 mg/L, luego 15 días de incubación, 




Tabla V.4. Porcentaje de degradación de fenantreno suplementados con 200 mg/L luego de 7 días de 
incubación y de ácido1-hidroxi-2-naftoico (AHN) o ácido salicílico (AS) suplementados con 100 mg/L 
luego de 15 días de incubación, en cultivos de las cepas AM, Bk e I. Los datos corresponden al 
promedio de tres réplicas biológicas y su respectiva desviación estándar. -: no detectado.  
 
Las cepas B, Bc-h y T no mostraron degradación de ninguno de los compuestos en cultivos 
puros. En los cultivos de fenantreno, AM consiguió degradar un 88 ± 1%, resultado similar al 
encontrado por Festa y col. (2013). La cepa Bk degradó el 97,8 ± 0,8% de fenantreno luego 
Colonia
Secuencia bacteriana del gen 
16S rRNA más relacionada
% Similitud Nº de accesoa Nº de accesob
I Klebsiella aerogenes 99 JQ886666 AB244467.1
II Inquilinus limosus 99 KY924326 LN995702.1
III Burkholderia  sp. 99 KY924007 GQ478264.1
Fenantreno [200 mg/L] 88 ± 1 97,8 ± 0,8 -
AHN [100 mg/L] 43 ± 6 - 21 ± 4
AS [100 mg/L] - 92 ± 2 -
% de degradación PAH y metabolitos 
intermediarios
AM Bk I




de 7 días de incubación, mientras que en el cultivo de la cepa I no se observó degradación 
(Tabla V.4).  
En los cultivos donde se analizó la degradación de fenantreno se midió también la 
acumulación de los metabolitos intermediarios AHN y AS, luego de 7 días de incubación. En 
la tabla V.5 se muestran los resultados obtenidos para las únicas cepas que lograron 




Tabla V.5. Producción de ácido1-hidroxi-2-naftoico y ácido salicílico en los cultivos de las cepas AM y 
Bk durante la degradación de 200 mg/L de fenantreno luego de 7 días de incubación. Los datos 
corresponden al promedio de tres réplicas biológicas y su respectiva desviación estándar. -: no 
detectado.  
 
AM acumuló una concentración algo mayor de AHN que Bk, a pesar de que esta última 
mostró mayor porcentaje de degradación de fenantreno. No se observó para ninguna de las 
dos cepas generación de AS luego de 7 días (Tabla V.5). 
En cuanto a la degradación de los metabolitos intermediarios, AM e I degradaron 43 ± 6% y 
21 ± 4% de AHN, respectivamente, y sólo la cepa Bk mostró degradación de AS (92 ± 2%) 
luego de 15 días de incubación (Tabla V.4).  
Se estudió también, aunque cualitativamente, la degradación de catecol y 2,3-
dihidroxibifenilo, intermediarios de la vía baja de degradación de fenantreno. Para esto se 
realizó la inducción de las cepas con cristales de fenol durante 6 horas. En el primer ensayo 
se rociaron las estrías del cultivo con una solución de catecol como sustrato; la aparición de 
una coloración ocre debida a la generación del ácido 2-hidroximucónico semialdehído, por la 
actividad de la enzima catecol 2,3-dioxigenasa, indica un resultado positivo. Se observó en 
las cepas I, Bc-h y T la aparición de color en la estría (Figura V.2 a y Tabla V.6). 
En el segundo ensayo se utilizó una solución de 2,3-dihidroxibifenilo como sustrato, que es 
clivado por la enzima 2,3-dihidroxibifenilo 1,2-dioxigenasa, que forma parte de la vía alta o 
periférica de degradación de los PAH, formando un compuesto meta clivado también de 
coloración ocre. Las cepas Bk, I, Bc-h y T, dieron resultados positivos lo que indica que 
degradan 2,3-dihidroxibifenilo (Tabla V.6 y Figura V.2 b).  
 
Producción (mg/L) AM Bk
Ácido 1-hidroxi-2-naftoico 18,7 ± 0,1 11,7 ± 0,6
Ácido salicílico - -







Tabla V.6. Determinación cualitativa de la degradación de catecol y 2,3 dihidroxibifenilo por las cepas 





Figura V.2. Fotografía de estrías de las cepas AM, Bk, I, B, Bc-h y T en R3A diluido (1/10), rociadas 
con a) una solución de catecol; b) una solución de 2,3-dihidroxibifenilo.  
 
 
V.2.2.2 Cinética comparativa de degradación de fenantreno en las cepas Sphingobium 
sp. AM y Burkholderia sp. Bk 
 
Siendo AM y Bk las únicas cepas aisladas del consorcio natural con capacidad de degradar 
fenantreno en cultivos puros, se llevó a cabo una comparación de la cinética de degradación 
con una concentración de 200 mg/L, durante 15 días de incubación. Simultáneamente, se 
midió la concentración de AHN y AS acumulado.  
 
 
Catecol - - + - + +
2,3-dihidroxibifenilo - + + - + +
TAnálisis cualitativo AM Bk I B Bc-h






Figura V.3. Concentración de fenantreno y producción de ácido 1-hidroxi 2-naftoico (AHN) en cultivos 
de las cepas AM y Bk en MML suplementado con 200 mg/L de fenantreno durante 15 días de 
incubación. Se grafican los valores promedio de tres réplicas biológicas y su respectiva desviación 
estándar. 
 
En la figura V.3 se puede observar que AM y Bk degradan rápidamente el fenantreno, 
alcanzando a los 4 días un porcentaje de eliminación del 86,4% y 92,1%, respectivamente. 
Luego de 15 días de incubación, ambas cepas consiguieron degradar alrededor de un 98% 
del fenantreno suplementado. Las dos cepas producen AHN, aunque mostraron distintos 
patrones de acumulación, la cepa AM generó la mayor concentración de AHN (73 ± 12 
mg/L) el día 4, luego la concentración del intermediario disminuyó hasta el final del ensayo 
llegando a 4,1 ± 0,1 mg/L; mientras que la concentración de AHN en el cultivo de la cepa Bk 
sólo alcanzó un valor de 15 ± 4 mg/L a los 4 días, valor que se mantuvo constante hasta el 
día 15 de incubación. 
En las fotografías de la figura V.4 se muestran los cultivos de AM (a) y Bk (b) en fenantreno, 
donde se evidencia la aparición de color ocre de distinta intensidad debido a la formación de 












































































Figura V.4. Fotografía de los cultivos de las cepas Sphingobium sp. AM (a) y Burkholderia sp. Bk (b) 
en MML suplementado con 200 mg/L de fenantreno utilizados para realizar la cinética de degradación 
y controles abióticos.  
 
En la Figura V.5 se añadió la cinética de degradación del consorcio natural CON a las de las 













Figura V.5. Concentración de fenantreno y producción de ácido 1-hidroxi 2-naftoico (AHN) en cultivos 
de CON, CON-I y Bk en MML suplementado con 200 mg/L de fenantreno durante 15 días de 
incubación. Se grafican los valores promedio de tres réplicas biológicas y su respectiva desviación 
estándar. 
 
Las cepas aisladas AM y Bk mostraron una mayor eficiencia de degradación (>97%) que 
CON (59%). A pesar de que AM acumuló mayor concentración de AHN (73 ± 12 mg/L) que 
CON (32,7 ± 0,1 mg/L) y Bk (15 ± 4 mg/L), consiguió reducirlo alcanzando luego de 15 día 
de incubación un concentración significativamente menor (4,1 ± 0,1 mg/L) (P>0,05) con 



































































V.2.2.3 Determinación del espectro de degradación de las cepas AM y Bk 
 
Con el objetivo de determinar cualitativamente el espectro de degradación de hidrocarburos 
policíclicos aromáticos de las cepas degradadoras AM y Bk, se inocularon en MML 
suplementado con 1 g/L de diferentes hidrocarburos policíclicos aromáticos, algunos de los 
16 PAH incluidos en la lista de contaminantes prioritarios de la Agencia de Protección 
Ambiental de los Estados Unidos (USEPA 2010; 2001). Luego de 15 días de incubación se 
consideró como resultado positivo la aparición de color amarillo/naranja en el medio de 
cultivo (propia de los productos intermediarios de la degradación) (Figura V.6) y turbidez en 
el medio (indicio del crecimiento microbiano). Los resultados se muestran en la tabla V.7. 
Se observó que las cepas AM y Bk poseen la capacidad de degradar antraceno, fluoreno y 
dibenzotiofeno, presentando coloración rosada, amarilla y ocre respectivamente en el medio 
de cultivo. Los cultivos de Bk también mostraron turbidez para benzo[a]antraceno, criseno, 




Tabla V.7. Degradación y crecimiento en cultivos de las cepas Sphingobium sp. (AM) y Burkholderia 
sp. (Bk), suplementados con diferentes hidrocarburos policíclicos aromáticos (1 g/L) como única 
fuente de carbono y energía +: degradación/crecimiento, -: no detectado. *: Hidrocarburos 
policicíclicos aromáticos incluidos en la lista de contaminantes prioritarios de la USEPA. 
 
Color Turbidez Color Turbidez
Acenaftileno* - - - -
Antraceno* + + + +
Benzo[a ]antraceno* - - - +
Criseno* - - - +
Dibenzo[a,h ]antraceno* - - - -
Dibenzotiofeno + + + +
Fluoranteno* - - - +
Fluoreno* + + + +
Pireno* - - - +
AM Bk
PAH






Figura V.6. Fotografía de los cultivos de las cepas a) AM y b) Bk, en MML suplementados con 1 g/L 
de algunos hidrocarburos policíclicos aromáticos que presentaron color (Antraceno, Dibenzotiofeno y 
Fluoreno) y que no presentó color (Pireno), luego de 15 días de incubación.  
 
 
V.2.3 Análisis genómico de las cepas aisladas de CON y estudio “in silico” de los 
genes relacionados con la ruta de degradación de fenantreno  
 
V.2.3.1 Extracción de DNA, secuenciación y ensamblaje de los genomas de las cepas 
de CON 
 
Para poder identificar “in silico” genes codificantes relacionados con las vías de degradación 
de PAH, se realizó la secuenciación y ensamble parcial de los genomas de las cepas 
aisladas de CON: AM, B, T, Bc-h, I y Bk. Se realizó la extracción del ADN total de todas las 
cepas siguiendo el protocolo explicado por Entcheva y col. (2001) para obtener fragmentos 
mayores a 23 kpb y de buena calidad, que se corroboró en un gel de agarosa 0,8% (Figura 
V.7). Conjuntamente se midió la concentración y la pureza de DNA (relación 260/280) (Tabla 
V.8). 






Figura V.7. Fotografía del gel de agarosa de la corrida de DNA de alto peso molecular extraído de las 
cepas de CON (AM, B, T, Bc-h, I y Bk). PM: marcador de peso molecular. Con la flecha se indica la 




Tabla V.8. Concentración obtenida de DNA total (ng/µl) para cada una de las cepas de CON y sus 
respectivas relaciones de absorbancia 260/280. 
 
Para cada una de las cepas se obtuvo DNA puro, de calidad y con la concentración 
adecuada para la secuenciación. Los genomas se secuenciaron utilizando el método WGS 
en el INDEAR-CONICET. Las lecturas resultaron en una cobertura de los genomas de 500 
veces, abarcando un promedio de 5,9 Mbp.  
 
Muestras ng/μl Abs 260/280
AM (Sphingobium  sp.) 292,1 1,94
B (Klebsiella aerogenes ) 106,3 2,08
T (Pseudomonas sp.) 177,2 2,08
Bc-h (Pseudomonas sp.) 246,9 1,92
I (Inquilinus limosus ) 144,5 2,08
Bk (Burkholderia sp.) 52,8 2,06







Cada genoma fue curado y anotado en la base de datos mundial NCBI y tienen un número 
de acceso público en WGS (Tabla V.9). Para cada cepa se obtuvo el tamaño de los contigs 
en Mb, el porcentaje de GC, la división en subsistemas (obtenida de RAST), el número total 
de genes, secuencias codificantes (CDS), cantidad de genes RNAs y el número total de 






Tabla V.9. Datos generales del ensamble de cada genoma de las cepas de CON curados por NCBI.  
 
 
Luego del ensamble de cada una de las cepas, se realizó la asignación funcional de los 
genes identificados y la división en subsistemas, utilizando el sistema integral de predicción 
y anotación automática (RAST) y la anotación automática del genoma procariota NCBI 





























AM Sphingobium  sp. PRJNA305642 SAMN04364794 LRUK01 5.32 64,5 435 4.944 4.888 4.765 56 48 3 123
B Klebsiella aerogenes PRJNA361572 SAMN06234924 MTLB01 5.22 54,8 578 5.223 5.114 4.968 109 85 11 146
Bc-h Pseudomonas  sp. PRJNA361580 SAMN06235001 MUIN01 7.04 59,5 551 6.363 6.296 6.197 67 59 4 99
T Pseudomonas  sp. PRJNA361506 SAMN06234460 MUHV01 6.76 65,2 539 6.200 6.129 6.053 71 62 5 76
I Inquilinus limosus PRJNA361599 SAMN06235018 NHON01 7.69 69,9 500 7.218 7.163 7.046 55 48 4 117
Bk Burkholderia sp. PRJNA361918 SAMN06235020 NHOM01 7.34 61,9 515 6.580 6.518 6.409 62 52 4 109




Con el objetivo de diseñar consorcios sintéticos con alta eficiencia de degradación de 
hidrocarburos policíclicos aromáticos, se estudiaron en detalle los genes que podrían 
codificar enzimas involucradas en las reacciones claves de la ruta de degradación de 
fenantreno hasta entrar al ciclo de Krebs, tomando como referencia la base de datos KEGG. 
Las potenciales funciones de los genes se confirmaron y analizaron manualmente utilizando 
MetaCyc, Protein Data Bank y AmiGo. 
 
 
V.2.3.3 Análisis “in silico” del genoma de las cepas de CON en relación con la 
degradación de PAH 
 
V.2.3.3.a Análisis genómico de la cepa Sphingobium sp. AM 
 
Los datos del ensamble y anotación del genoma de la cepa AM se describen en la tabla V.9. 
En el análisis de los 112 scaffolds se predijeron 98 CDS de enzimas involucradas en 
diferentes pasos de la vía superior e inferior de degradación de hidrocarburos policíclicos 
aromáticos (Figura señalador y Tabla V.10). Principalmente se encontraron enzimas 
dioxigenasas, muchas presentes en varias copias, que podrían estar implicadas en los 
primeros pasos de la vía de degradación de fenantreno (pasos 1 y 3) de la figura señalador. 
También, se asignaron algunos genes que podrían participar en las vías de degradación de 
alifáticos (Tabla V.S1).  
Los genes que participarían en las vías de degradación de PAH se encontraron distribuidos 
a lo largo del genoma. En el análisis de los diferentes scaffolds, se encontró en el scaffold 
34, una alta frecuencia de genes pertenecientes a la degradación de compuestos 
aromáticos, junto con reguladores de la transcripción y elementos móviles flanqueando esta 
región, similar a la organización del scaffold 19 de Sphingomonas paucimobilis 20006FA 
(Capítulo IV, Figura IV.5). Se alinearon las secuencias genómicas de estos scaffolds que 
obtuvieron un 100% de identidad y cobertura. El scaffold 34 también comparte el 92% de 
similitud y 76% de cobertura (E-Valor de 0.0) con la secuencia del plásmido pNL1 de 
Novosphingobium aromaticivorans F199 (Romine y col., 1999).  
 






Tabla V.10. Enzimas pertenecientes a las vías de degradación de PAH en el genoma de 
Sphingobium sp. AM, predichas por RAST, KEGG y NCBI. CDS: número de secuencias de 
codificación para esa proteína en el genoma. Los genes en las tablas se nombran en inglés debido a 
que se obtiene del dato crudo proveniente de la base de datos.  
 
 
V.2.3.3.b Análisis genómico de la cepa Klebsiella aerogenes B 
 
Los datos del ensamble y anotación del genoma de la cepa B se describen en la tabla V.9. 
En el análisis de los 94 scaffolds se predijeron 61 CDS de enzimas involucradas en 
diferentes pasos de las vías de degradación de hidrocarburos policíclicos aromáticos (Figura 
señalador y tabla V.11). También, se asignaron genes que podrían estar implicados en las 
vías de degradación de alifáticos (Tabla V.S2). 
 
Enzimas de vía alta CDS Enzimas de vía baja CDS
Biphenyl dioxygenase  (EC 1.14.12.18) 1 Anthranilate 1,2-dioxygenase (EC 1.14.12.1) 2
2,3-dihydroxybiphenyl 1,2-dioxygenase (EC 1.13.11.39) 1 Catechol 1,2-dioxygenase (EC 1.13.11.1) 2
Aromatic-ring-hydroxylating dioxygenase α y β subunits 4 Catechol 2,3-dioxygenase  (EC 1.13.11.2) 2
Naphthalene 1,2-dioxygenase (EC 1.14.12.12) 1 Homogentisate 1,2-dioxygenase (EC 1.13.11.5) 1
Benzoate 1,2-dioxygenase subunit alfa (EC 1.14.12.10) 2 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase (EC 1.13.11.27) 1
Benzene 1,2-dioxygenase  (EC 1.14.12.3) 1 Isoquinoline 1-oxidoreductase alpha subunit (EC 1.3.99.16) 1
Salicylate hydroxylase (EC 1.14.13.1) 1 Maleylacetoacetate isomerase  (EC 5.2.1.2) 1
Monooxygenase 9 Muconate cycloisomerase  (EC 5.5.1.1) 1
(2Fe-2S)-binding protein 11 Muconolactone delta-isomerase (EC 5.3.3.4) 1
3-phenylpropionate dioxygenase (EC 1.14.12.19) 1




Carboxymuconolactone decarboxylase (EC 4.1.1.44) 6
3-phenylpropionate dioxygenase (EC 1.14.12.19) 1
5-carboxymethyl-2-hydroxymuconate semialdehyde 
dehydrogenase (EC 1.2.1.60) 
2
4-oxalocrotonate decarboxylase (EC 4.1.1.77 ) 4
3-isopropylmalate dehydratase subunit beta (EC 4.2.1.33) 1
2-keto-4-pentenoate hydratase (EC 4.2.1.80) 2
4-hydroxy-2-oxovalerate aldolase (EC 4.1.3.39) 3
Cysteine dioxygenase (EC 1.13.11.20) 1
Alcohol dehydrogenase  (EC 1.1.1.1) 15
Acetaldehyde dehydrogenase (EC 1.2.1.10) 3
Aldehyde dehydrogenase (EC 1.2.1.3) 8
2-hydroxymuconic semialdehyde dehydrogenase                  
(EC 1.2.1.32 ) 
2
Enzimas predichas - Sphingobium  sp.  AM






Tabla V.11. Enzimas pertenecientes a las vías de degradación de PAH en el genoma de Klebsiella 
aerogenes B, predichas por RAST, KEGG y NCBI. CDS: número de secuencias de codificación para 
esa proteína en el genoma. 
 
El análisis de los scaffolds de B mostró a los genes relacionados con la degradación de PAH 
distribuidos en todo el genoma, sin estar organizados en un clúster específico. No se 
encontró un scaffold con alta proporción de estos genes a diferencia de lo que se observó 
en el genoma de AM. 
 
V.2.3.3.c Análisis genómico de la cepa Pseudomonas sp. Bc-h 
 
Los datos del ensamble y anotación del genoma de la cepa Bc-h se describen en la tabla 
V.9. En el análisis de los 73 scaffolds se predijeron 91 CDS que corresponden a enzimas 
que participarían en diferentes pasos de la vía superior e inferior de degradación fenantreno, 
35 pertenecen a enzimas dioxigenasas y 56 a otras enzimas que pueden participar en las 
vías de degradación de PAH (Tabla V.12). También, se asignaron 7 CDS que podrían 
participar en las vías de degradación de alifáticos (Tabla V.S3). 
 
Enzimas de vía alta CDS Enzimas de vía baja CDS
Aromatic-ring-hydroxylating dioxygenase  α y β subunits 1 Gentisate 1,2-dioxygenase (EC 1.13.11.4) 1
Naphthalene 1,2-dioxygenase (EC 1.14.12.12) 1 Catechol 1,2-dioxygenase (EC 1.13.11.1) 1
2,3-dihydroxybiphenyl dioxygenase (EC 1.13.11.39) 2 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase (EC 1.13.11.27) 2
3,4-dihydroxyphenylacetate 2,3-dioxygenase                        
(EC 1.13.11.15)
1
Protocatechuate 3,4-dioxygenase α y β subunits                  
(EC 1.13.11.3)
1
Benzoate 1,2-dioxygenase subunit beta (EC 1.14.12.10) 1 Maleylacetoacetate isomerase  (EC 5.2.1.2) 1
Benzene 1,2-dioxygenase  (EC 1.14.12.3) 1 Muconate cycloisomerase  (EC 5.5.1.1) 1
Monooxygenase 2 Muconolactone delta-isomerase (EC 5.3.3.4) 1
(2Fe-2S)-binding protein 6 3-carboxy-cis,cis-muconate cycloisomerase (EC 5.5.1.2) 1
3-isopropylmalate dehydratase subunit beta (EC 4.2.1.33) 2
5-carboxymethyl-2-hydroxymuconate semialdehyde 
dehydrogenase (EC 1.2.1.60) 
1
4-hydroxybenzoate 3-monooxygenase (EC 1.14.13.33) 1
3-isopropylmalate dehydratase large subunit  (EC 4.2.1.33) 2
Cysteine dioxygenase (EC 1.13.11.20) 2
n-hydroxybenzoate hydroxylase (EC 1.14.13.2 ) 1
4-carboxymuconolactone decarboxylase (EC 4.1.1.44) 4




4-hydroxy-2-ketovalerate aldolase (EC 4.1.3.39) 1
2,3-dihydroxybenzoate-2,3-dehydrogenase (EC 1.3.1.28) 2
Salicylate hydroxylase (EC 1.14.13.1) 1
Alcohol dehydrogenase  (EC 1.1.1.1) 9
Aldehyde dehydrogenase (EC 1.2.1.3) 8
Salicylaldehyde dehydrogenase (EC 1.2.1.65) 1
Enzimas predichas - NCBI- Klebsiella aerogenes B






Tabla V.12. Enzimas pertenecientes a las vías de degradación de PAH en el genoma de 
Pseudomonas sp. Bc-h, predichas por RAST, KEGG y NCBI. CDS: número de secuencias de 
codificación para esa proteína en el genoma. 
 
El análisis de los scaffolds de Bc-h mostró a los genes relacionados con la biodegradación 
de hidrocarburos aromáticos distribuidos a lo largo de todo el genoma, sin encontrar alguna 
agrupación en clúster o scaffold.  
 
V.2.3.3.d Análisis genómico de la cepa Pseudomonas sp. T 
 
Los datos del ensamble y anotación del genoma de la cepa T se describen en la tabla V.9. 
En el análisis de los 106 scaffolds se predijeron 74 CDS de enzimas involucradas en 
diferentes pasos de la vía superior e inferior de degradación de fenantreno (Figura señalador 
y Tabla V.13). También se encontraron enzimas pertenecientes a pasos enzimáticos de la 
degradación de alifáticos (Tabla V.S4). 
 
Enzimas de vía alta CDS Enzimas de vía baja CDS
Aromatic-ring-hydroxylating dioxygenase  α y β subunits 1 Catechol 1,2-dioxygenase (EC 1.13.11.1) 1
2,3-dihydroxybiphenyl 1,2-dioxygenase (EC 1.13.11.39) 3 Homogentisate 1,2-dioxygenase (EC 1.13.11.5) 1
4,5-dioxygenase (EC 1.13.11.8) 1 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase (EC 1.13.11.27) 2
Benzoate 1,2-dioxygenase  α y β subunits (EC 1.14.12.10) 1 Maleylacetoacetate isomerase  (EC 5.2.1.2) 1
Aromatic ring-opening dioxygenase 1 Isomerase/hydrolase 1
Monooxygenase 6 4-carboxy-4-hydroxy-2-oxoadipate aldolase (EC 4.1.3.17) 1
Salicylate hydroxylase (EC 1.14.13.1) 1 Muconolactone delta-isomerase (EC 5.3.3.4) 1
(2Fe-2S)-binding protein 14 Muconate cycloisomerase  (EC 5.5.1.1) 1
Protocatechuate 3,4-dioxygenase  α y β subunits                 
(EC 1.13.11.3)
2
4-hydroxybenzoate 3-monooxygenase (EC 1.14.13.33) 1
3-carboxy-cis,cis-muconate cycloisomerase (EC 5.5.1.2) 2
3-isopropylmalate dehydratase  α y β subunits                      
(EC 4.2.1.33)
3
Cysteine dioxygenase (EC 1.13.11.20) 1








2-keto-4-pentenoate hydratase (EC 4.2.1.80) 1
Alcohol dehydrogenase  (EC 1.1.1.1) 16
Aldehyde dehydrogenase (EC 1.2.1.3) 21
Enzimas predichas - NCBI- Pseudomonas  sp. Bc-h 






Tabla V.13. Enzimas pertenecientes a las vías de degradación de PAH en el genoma de 
Pseudomonas sp. T, predichas por RAST, KEGG y NCBI. CDS: número de secuencias de 
codificación para esa proteína en el genoma. 
 
El análisis de los scaffolds de T mostró a los genes relacionados con la biodegradación de 
hidrocarburos aromáticos distribuidos a lo largo de todo el genoma, sin encontrar alguna 
agrupación en clúster o scaffold.  
 
V.2.3.3.e Análisis genómico de la cepa Inquilinus limosus I 
 
Los datos del ensamble y anotación del genoma de la cepa I se describen en la tabla V.9. 
En el análisis de los 223 scaffolds se predijeron 81 CDS que pertenecen a enzimas que 
podrían estar involucradas en diferentes pasos de las vías de degradación de hidrocarburos 
policíclicos aromáticos (Figura señalador y Tabla V.14). También se encontraron enzimas 
pertenecientes a pasos enzimáticos de la degradación de alifáticos (Tabla V.S5). 
Enzimas de vía alta CDS Enzimas de vía baja CDS
4,5-dioxygenase 1 Salicylaldehyde dehydrogenase  (EC 1.2.1.65) 1
Benzoate 1,2-dioxygenase α y β subunit (EC 1.14.12.10) 1 Homogentisate 1,2-dioxygenase (EC 1.13.11.5) 1
Monooxygenase 6 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase (EC 1.13.11.27) 2
2,3-dihydroxybiphenyl 1,2-dioxygenase (EC 1.13.11.39) 1 Maleylacetoacetate isomerase  (EC 5.2.1.2) 1
(2Fe-2S)-binding protein 12 Isomerase/hydrolase 1
Protocatechuate 3,4-dioxygenase α y β subunit                    
(EC 1.13.11.3)
1
4-hydroxybenzoate 3-monooxygenase (EC 1.14.13.33 ) 1
4-carboxy-4-hydroxy-2-oxoadipate aldolase (EC 4.1.3.17) 1
Muconate cycloisomerase  (EC 5.5.1.1) 1
Muconolactone delta-isomerase (EC 5.3.3.4) 1
4-oxalocrotonate tautomerase (EC 5.3.2.-) 1
3-carboxy-cis,cis-muconate cycloisomerase (EC 5.5.1.2) 1
3-isopropylmalate dehydratase  α y β subunit (EC 4.2.1.33) 2
Cysteine dioxygenase (EC 1.13.11.20) 1
4-carboxymuconolactone decarboxylase (EC 4.1.1.44) 7
1,6-dihydroxycyclohexa-2,4-diene-1-carboxylate 
dehydrogenase  (EC 1.3.1.25)
1
Quercetin:oxygen 2,3-oxidoreductase (ring-opening) 2
Alcohol dehydrogenase  (EC 1.1.1.1) 16
Aldehyde dehydrogenase (EC 1.2.1.3) 2
Enzimas predichas - NCBI- Pseudomonas  sp. T






Tabla V.14. Enzimas pertenecientes a las vías de degradación de PAH en el genoma de Inquilinus 
limosus I, predichas por RAST, KEGG y NCBI. CDS: número de secuencias de codificación para esa 
proteína en el genoma. 
 
El análisis de los scaffolds de I mostró a los genes relacionados con la biodegradación de 
hidrocarburos aromáticos distribuidos a lo largo de todo el genoma. Se encontró también 
una alta proporción de CDS relacionados con reguladores transcripcionales. 
 
V.2.3.3.f Análisis genómico de la cepa Burkholderia sp. Bk 
 
Los datos del ensamble y anotación del genoma de la cepa Bk se describen en la tabla V.9. 
En el análisis de los 41 scaffolds se predijeron 104 CDS de enzimas involucradas en 
diferentes pasos de la vía superior e inferior de degradación de hidrocarburos policíclicos 
aromáticos (Tabla V.15). Principalmente se encontraron enzimas dioxigenasas, muchas 
presentes en varias copias, que podrían estar implicadas en los primeros pasos de la vía de 
degradación de fenantreno (pasos 1 y 3) de la figura señalador y enzimas específicas de 
sustrato, la mayoría de ellas involucrados en la vía inferior. También se encontraron enzimas 
pertenecientes a pasos enzimáticos de la degradación de alifáticos (Tabla V.S6). 
 
Enzimas de vía alta CDS Enzimas de vía baja CDS
Benzoate 1,2-dioxygenase α y β subunits (EC 1.14.12.10) 1 Catechol 1,2-dioxygenase (EC 1.13.11.1) 1
Aromatic ring-cleaving dioxygenase 2 Gentisate 1,2-dioxygenase (EC 1.13.11.14) 1
Salicylate hydroxylase (EC 1.14.13.1) 1 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase (EC 1.13.11.27) 1
Monooxygenase 2 Homogentisate 1,2-dioxygenase (EC 1.13.11.5) 1
(2Fe-2S)-binding protein 14 4-hydroxybenzoate 3-monooxygenas 1
Protocatechuate 3,4-dioxygenase α y β subunits                  
(EC 1.13.11.3)
1
Cysteine dioxygenase (EC 1.13.11.20) 1
Maleylacetoacetate isomerase  (EC 5.2.1.2) 1
3-carboxy-cis,cis-muconate cycloisomerase (EC 5.5.1.2) 2
Muconolactone delta-isomerase (EC 5.3.3.4) 1
4-carboxy-4-hydroxy-2-oxoadipate aldolase (EC 4.1.3.17) 1
4-hydroxy-2-oxovalerate aldolase (EC 4.1.3.39) 3
3-isopropylmalate dehydratase large and small subunit          
(EC 4.2.1.33)
2
2-keto-4-pentenoate hydratase (EC 4.2.1.80) 1





Alcohol dehydrogenase  (EC 1.1.1.1) 14
Aldehyde dehydrogenase (EC 1.2.1.3) 18
Enzimas predichas - NCBI-   Inquilinus limosus I






Tabla V.15. Enzimas pertenecientes a las vías de degradación de PAH en el genoma de Burkholderia 
sp. Bk, predichas por RAST, KEGG y NCBI. CDS: número de secuencias de codificación para esa 
proteína en el genoma. 
 
El análisis de los scaffolds de la cepa Bk mediante RAST, mostró que gran parte de los 
genes que podrían estar involucrados en las vías de degradación de PAH, se encontraban 
agrupados en un mismo scaffold. Esto nos llevó a pensar que estaban organizados de 
alguna manera específica. Se comparó la secuencia completa de los scaffolds 5 y 22 con 
genomas bacterianos de la base de datos GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) y la 
herramienta blastn contra la secuencia de nucleótidos similares en genomas caracterizados. 
El scaffold 5 alineó con un 86% de identidad y una cobertura del 68% (E-Valor de 0.0) con 
una secuencia completa del cromosoma 1 de Burkholderia sp. HB-1 (NBRC 110738), una 
Enzimas de vía alta CDS Enzimas de vía baja CDS
Aromatic-ring-hydroxylating dioxygenase α y β subunits 3 Anthranilate 1,2-dioxygenase (EC 1.14.12.3) 1
Naphthalene 1,2-dioxygenase (EC 1.14.12.12) 5 Catechol 1,2-dioxygenase (EC 1.13.11.1) 1
2,3-dihydroxybiphenyl 1,2-dioxygenase (EC 1.13.11.39) 3 Catechol 2,3-dioxygenase (EC 1.13.11.2) 1
4,5-dioxygenase (EC 1.13.11.8) 1 3,4-dihydroxyphenylacetate 2,3-dioxygenase (EC 1.13.11.15) 1
Benzoate 1,2-dioxygenase subunit alfa (EC 1.14.12.10) 2 Homogentisate 1,2-dioxygenase (EC 1.13.11.5) 1
Benzoate 1,2-dioxygenase subunit beta (EC 1.14.12.10) 1 Gentisate 1,2-dioxygenase (EC 1.13.11.14) 1
Monooxygenase 1 Hydroxyquinol 1,2-dioxygenase (EC 1.13.11.37) 2
Salicylate hydroxylase (EC 1.14.13.1 )   
 2 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase (EC 1.13.11.27) 4
(2Fe-2S)-binding protein 17 3-phenylpropionate dioxygenase (EC 1.14.12.19) 1
Protocatechuate 3,4-dioxygenase α y β subunits                  
(EC 1.13.11.3)
3
4-hydroxybenzoate 3-monooxygenase (EC 1.14.13.33) 1
Salicylaldehyde dehydrogenase (EC 1.2.1.65) 1
Mandelate racemase (EC 5.1.2.2) 1
Maleylacetoacetate isomerase  (EC 5.2.1.2) 2
Salicylate hydroxylase (EC 1.14.13.1) 2
5-carboxymethyl-2-hydroxymuconate isomerase                   
(EC 5.3.3.10)
3
3-carboxy-cis,cis-muconate cycloisomerase (EC 5.5.1.2) 2
2-hydroxychromene-2-carboxylate isomerase (EC 1.99.1.4) 4
4-carboxy-4-hydroxy-2-oxoadipate aldolase (EC 4.1.3.17) 3
4-oxalocrotonate decarboxylase (EC 4.1.1.77) 1
Carboxymuconolactone decarboxylase (EC 4.1.1.44) 3
Muconolactone delta-isomerase (EC 5.3.3.4) 1
3-isopropylmalate dehydratase α y β subunits (EC 4.2.1.33) 3
2-oxopent-4-enoate hydratase (EC 4.2.1.80) 1
4-oxalomesaconate hydratase (EC 4.2.1.83) 1
2-keto-4-pentenoate hydratase (EC 4.2.1.80) 1




Cysteine dioxygenase (EC 1.13.11.20) 2




Alcohol dehydrogenase  (EC 1.1.1.1) 4
Aldehyde dehydrogenase (EC 1.2.1.3) 4
Enzimas predichas - NCBI-  Burkholderia sp. Bk




cepa degradadora de fenantreno (Ohtsubo, 2015), aislada de una muestra de suelo prístino 
enriquecido con fenantreno (Número de acceso a Genbank: CP012192), que comprende 
dos cromosomas circulares de 4,1 Mb y 3,1 Mb. El scaffold 22 mostró un 99% de identidad y 
un 94 % de cobertura con la misma secuencia de Burkholderia sp. HB-1 y una orientación y 
organización genómica (99% de identidad y 14% de cobertura) con una secuencia completa 
dirigida a los genes degradadores de dibenzotiofeno (dbtC) de la cepa Burkholderia sp. 
DBT1. Esta secuencia contiene genes de una isomerasa putativa, oxidorreductasa putativa, 
extradiol dioxigenasa DbtC (dbtC), dioxigenasa ferrodoxina DbtAb (dbtAb), la subunidad alfa 
de una monooxigenasa, hidrolasa putativa, un componente ferredoxin reductasa de 
dioxigenasas PAH (dbtAa) y genes de hidratasa-aldolasa (dbtE).  
El scaffold 25 reveló el 99% de identidad y el 25% de cobertura con el clúster de genes phn 
de la cepa Burkholderia sp. RP007, aislada de un suelo contaminado con fenantreno, que 
constituye un grupo de genes ortólogos para el catabolismo de hidrocarburos policíclicos 
aromáticos (Laurie, 1999).  
 
V.2.3.4 Análisis comparativo con los scaffolds de la librería metagenómica funcional 
de CON 
 
En trabajos previos de nuestro grupo se construyó una biblioteca metagenómica a partir de 
DNA de un cultivo de CON en 200 mg/L de fenantreno como única fuente de carbono y 
energía, después de 2 días de incubación (Festa y col. 2017). El posterior screening 
funcional y afiliación taxonómica mediante el servidor NCBI mostró que uno de los scaffolds 
(S1P3) tenía una alta similitud con un fragmento del genoma de Burkholderia sp. HB1 
cromosoma 1 (nº acceso NCBI: NZ_CP012192.1); ambas secuencias compartieron 99% de 
identidad y una cobertura de 80% (E-Valor de 0.0). La predicción y anotación funcional de 
los genes identificados utilizando RAST mostró que un 38% correspondía a genes putativos 
implicados en la biodegradación de PAH.  
Se comparó el genoma secuenciado de Burkholderia sp. Bk con el scaffold S1P3 de CON 
mediante la herramienta del software RAST de “comparación en base a secuencia”. Cada 
gen se colorea basado en la similitud de proteínas usando BLASTp. En la escala de colores, 
se puede ver que el azul representa la similitud de secuencia de proteína más alta y el rojo 
la más baja. En la figura V.8 se muestra el diagrama circular de comparación entre Bk y 
S1P3 (como genoma de referencia), con el genoma coloreado dependiendo la similitud. El 
alineamiento mostró una alta similitud con el scaffold 22 de la cepa Bk, marcado como color 
azul dentro del círculo rojo de la figura V.8. Esto confirmaría que la secuencia encontrada en 
la librería metagenómica corresponde a la cepa aislada Bk.  
 






Figura V.8. Mapa circular del genoma de la cepa Burkholderia sp. Bk alineado con el scaffold S1P3 
de CON (mostrado con un círculo rojo) mediante RAST.  
  
El alineamiento del genoma de Bk y el scaffold S1P3 mostró que gran parte de los genes 
encontrados corresponden a la ruta de degradación de PAH, entre ellos genes de la 
subunidad mayor de la naftaleno/bifenil dioxigenasa, las subunidades α y β de benzoato 1,2-
dioxigenasa, hidroxilasas, isomerasas, aldolasas, aldehído deshidrogenasas, el regulador 
transcripcional GntR, elementos móviles, entre otros.  
 
V.2.3.5 Análisis comparativo de los genomas de las cepas Sphingobium sp. AM y 
Sphingomonas paucimobilis 20006FA 
 
En el reporte de anotación y ensamble genómico de AM de NCBI, el vecino más cercano, 
con un 99% de similitud fue la cepa 20006FA. Se utilizó la herramienta de comparación 
basada en secuencia de RAST, a fin de alinear los genomas de los dos organismos. En la 
figura V.9 se muestra el diagrama circular de comparación entre AM y 20006FA (como 
genoma de referencia), con el genoma coloreado dependiendo la similitud realizada por 
BLASTp.  
 






Figura V.9. Mapa circular del genoma de la cepa Sphingobium sp. AM alineado con el genoma de la 
cepa Sphingomonas paucimobilis 20006FA mediante RAST. El color azul representa la similitud más 
alta y el rojo la más baja. 
 
Como se muestra en el mapa circular, los genomas reflejaron alta similitud, con pocas 
regiones de color rosado de similitud más baja.  
 
V.2.3.6 Clasificación de enzimas dioxigenasas implicadas en la vía superior e inferior 
de la degradación de fenantreno 
 
Durante los estudios fisiológicos de degradación de hidrocarburos policíclicos aromáticos 
pudimos observar que no todas las cepas tienen la capacidad de degradar PAH en cultivos 
puros a pesar de contener en su genoma genes que codifican enzimas dioxigenasas 
vinculadas a su degradación (Tablas V.10, V.11, V.12, V.13, V.14 y V.15). Se realizó la 
clasificación de las enzimas dioxigenasas de compuestos aromáticos, presentes en todas 
las cepas, que puedan actuar tanto de la vía superior como inferior de fenantreno mediante 
las bases de datos específicas para genes dioxigenasas RHObase y AromaDeg. Se 
utilizaron las secuencias homólogas a la subunidad α de enzimas hidroxilantes de anillo 
aromático y para AromaDeg también secuencias de proteínas catabólicas que pueden incluir 
extradiol dioxigenasas. Las secuencias de aminoácidos en formato FASTA extraídas de la 
base pública NCBI utilizadas para este análisis se encuentran en material suplementario 
(Tabla V.S7).  
Tal como se explicó en el capítulo I sección I.4.3, la afiliación filogenética de RHO en las 
diferentes clases y de AromaDeg en diferentes superfamilias, proporcionó un indicio de la 
especificidad de sustrato que poseen las diferentes enzimas encontradas en los genomas 
de todas las cepas.  





V.2.3.6.a Clasificación de dioxigenasas de la cepa Sphingobium sp. AM  
 
Los resultados de la clasificación por RHObase de las dioxigenasas de la cepa AM se 
muestran en la tabla V.16, donde también se detalla el paso de la vía que podrían catalizar 
(Figura señalador). Las cuatro copias de la subunidad α de dioxigenasas de anillo aromático, 
que presentaron un gen adyacente y codireccional correspondiente a la subunidad beta de 
enzimas dioxigenasas, y la naftaleno 1,2-dioxigenasa se clasificaron en clase A. La enzima 
benzoato 1,2-dioxigenasa clasificó como B, también con su subunidad β adyacente. Estas 
enzimas dioxigenasas incorporan dos grupos oxhidrilo en posiciones cercanas a grupos 
carboxilatos aromáticos como benzoatos y toluatos. Las enzimas bifenil 1,2- dioxigenasa 
(BphA1d) y la proteína Rieske (2Fe-2S), presente en 3 copias, clasificaron como clase C, 
enzimas capaces de formar catecol o gentisato a partir de salicilato; o que catalizan la 
formación de catecol a partir de antranilato. Las ferredoxina 2Fe-2S, presentes en 4 copias, 
y la enzima salicilato hidroxilasa clasificaron en clase D, que tienen como sustratos 
potenciales al ftalato e hidrocarburos heterocíclicos.  
Si bien no todas las secuencias de las subunidades α de enzimas dioxigenasas, 
pertenecientes al genoma de AM, pudieron ser clasificadas en RHObase, se encontraron los 
cuatro clases de dioxigenasas que predice la base de datos, lo cual muestra la diversidad de 
sustratos aromáticos que podrían hidroxilar estas enzimas, indicando que la cepa podría 










Tabla V.16. Clasificación de las secuencias de la subunidad α de enzimas dioxigenasas de la cepa 
AM, longitud de la secuencia (aa), presencia de gen codificante para la subunidad β contiguo al gen 
codificante para la subunidad α de la enzima dioxigenasa encontrado, clasificación funcional y posible 




Tabla V.17. Clasificación de las secuencias de la subunidad α de enzimas dioxigenasas y extradiol 
dioxigenasas de la ruta de degradación de fenantreno en la cepa AM en superfamilias mediante 
AromaDeg.  
 
Utilizando el servidor AromaDeg, se logró obtener la clasificación de las cuatro copias de las 
dioxigenasas de anillo aromático en la superfamilia RHO de las oxigenasas que contienen 
un centro Rieske con hierro (tipo no hemo). La enzima catecol 2,3-dioxigenasa y la enzima 
2,3-dihidroxibifenil 1,2-dioxigenasa clasificaron en la familia de las enzimas extradiol 
dioxigenasas que pertenecen a proteínas quelantes de oxígenos vecinales (EXDO I), 




gen de la 
subunidad β
Clase




438 sí A 1
Naphthalene 1,2-dioxygenase 385 no A 1
Benzoate 1,2-dioxygenase alpha 472 sí B 10, 15
Biphenyl 1,2-dioxygenase 299 no C 19, 21
Rieske (2Fe-2S) protein (3 copias) 238 no C 19, 21
2Fe-2S ferredoxin (4 copias) 240 no D 10, 15
Salicylate hydroxylase 312 no D 10, 15
Nombre de la proteína - AM
Clasificación 
(superfamilias)
Aromatic-ring-hydroxylating dioxygenase alpha 
(4 copias)
RHO
Catechol 2,3-dioxygenase EXDO I
2,3-dihydroxybiphenyl 1,2-dioxygenase EXDO I




caracterizadas típicamente por tener preferencia por los sustratos monocíclicos y bicíclicos, 
respectivamente (Tabla V.17).  
 
V.2.3.6.b Clasificación de enzimas dioxigenasas de la cepa Klebsiella aerogenes B  
 
Mediante la clasificación en RHObase que se muestra en la tabla V.18, la enzima benceno 
1,2-dioxigenasa subunidad alfa (con el gen de la subunidad β adyacente) y la proteína de 
unión (2Fe-2S) clasificaron en clase B, mientras que la naftaleno 1,2-dioxigenasa y la 
proteína Rieske (2Fe-2S), en la clase D. Esta clasificación sugiere que esta cepa tiene 
enzimas que participarían del ataque de sustratos de la vía baja de degradación de 




Tabla V.18. Clasificación de las secuencias de la subunidad α de enzimas dioxigenasas de la cepa B, 
longitud de la secuencia (aa), presencia de gen codificante para la subunidad β contiguo al gen 
codificante para la subunidad α de la enzima dioxigenasa encontrado, clasificación funcional y posible 
paso de la ruta catalizado de la Figura señalador.  
 
Utilizando el servidor AromaDeg se clasificó la enzima benceno 1,2-dioxigenasa en la 
superfamilia RHO de subunidades α de oxigenasas que contienen un centro Rieske con 
hierro (tipo no hemo) que tienen como sustratos potenciales benzoato y 2-clorobenzoato. La 
enzima 3,4-dihidroxifenilacetato 2,3-dioxigenasa clasificó en EXDO II y la enzima gentisato 
1,2-dioxigenasa en EXDO III (Tabla V.19).  
 




gen de la 
subunidad β
Clase
Posible paso de 
la ruta catalizado
Benzene 1,2-dioxygenase large 460 sí B 10, 15
(2Fe-2S)-binding protein 434 no B 10, 15
(2Fe-2S)-binding protein 87 no D 10, 15
Naphthalene 1,2-dioxygenase 107 no D 10, 15






Tabla V.19. Clasificación de las secuencias de la subunidad α de enzimas dioxigenasas y extradiol 
dioxigenasas de la ruta de degradación de fenantreno en la cepa B en superfamilias mediante 
AromaDeg.  
 
V.2.3.6.c Clasificación de enzimas dioxigenasas de la cepa Pseudomonas sp. Bc-h 
 
Mediante la clasificación en RHObase que se muestra en la tabla V.20 la subunidad α de 
dioxigenasas hidroxilantes de anillo aromático clasificó como clase A, con la subunidad β 
adyacente; la subunidad α de la benzoato 1,2-dioxigenasa, también con la subunidad β 
adyacente y las dos proteínas Rieske (2Fe-2S) se clasificaron como B, y dos enzimas 
ferredoxinas (2Fe-2S) como clase D. En esta cepa no se encontraron enzimas que 
clasifiquen en C, las que podrían ser activas en el ataque de salicilato.  
 
 
Tabla V.20. Clasificación de las secuencias de la subunidad α de enzimas dioxigenasas de la cepa 
Bc-h, longitud de la secuencia (aa), presencia de gen codificante para la subunidad β contiguo al gen 
codificante para la subunidad α de la enzima dioxigenasa encontrado, clasificación funcional y posible 
paso de la ruta catalizado de la Figura señalador.  
Nombre de la proteína - B
Clasificación 
(superfamilias)
Benzene 1,2-dioxygenase large RHO
3,4-dihydroxyphenylacetate 2,3-dioxygenase EXDO II
Gentisate 1,2-dioxygenase EXDO III




gen de la 
subunidad β
Clase
Posible paso de 
la ruta catalizado
Aromatic ring-hydroxylating dioxygenase 
subunit alpha
469 sí A 1
Benzoate 1,2-dioxygenase large 458 sí B 10, 15
(2Fe-2S)-binding protein 356 no B 10, 15
Rieske (2Fe-2S) protein 121 no B 10, 15
2Fe-2S ferredoxin 121 no D 10, 15
(2Fe-2S)-binding protein 172 no D 10, 15




Utilizando el servidor AromaDeg se clasificó la subunidad α de enzimas hidroxilantes de 
anillo aromático en la superfamilia de las RHO y la enzima 2,3-dihidroxibifenil 1,2-





Tabla V.21. Clasificación de las secuencias de la subunidad α de enzimas dioxigenasas y extradiol 




V.2.3.6.d Clasificación de enzimas dioxigenasas de la cepa Pseudomonas sp. T 
 
Mediante la clasificación en RHObase que se muestra en la tabla V.22, en la cepa T se 
encontraron enzimas que clasificaron en las de clases A, B y D (la mayoría correspondientes 
a las secuencias de aminoácido de las ferredoxinas (2Fe-2S) y una que clasificó en clase B 
que correspondió a la subunidad α de la benzoato 1,2-dioxigenasa con la subunidad β 
adyacente.  
En esta cepa no se encontraron enzimas que clasifiquen en C, que podrían ser activas en el 
ataque de salicilato. 
 
Nombre de la proteína - Bc-h
Clasificación 
(superfamilias)
Aromatic ring-hydroxylating dioxygenase 
subunit alpha
RHO
2,3-dihydroxybiphenyl 1,2-dioxygenase EXDO I






Tabla V.22. Clasificación de las secuencias de la subunidad α de enzimas dioxigenasas de la cepa T, 
longitud de la secuencia (aa), presencia de gen codificante para la subunidad β contiguo al gen 
codificante para la subunidad α de la enzima dioxigenasa encontrado, clasificación funcional y posible 




Tabla V.23. Clasificación de las secuencias de la subunidad α de enzimas dioxigenasas y extradiol 
dioxigenasas de la ruta de degradación de fenantreno en la cepa T en superfamilias mediante 
AromaDeg.  
Utilizando el servidor AromaDeg, las enzimas benzoato 1,2-dioxigenasa y la proteína Rieske 
(2Fe-2S) también clasificaron en la superfamilia RHO (Tabla V.23).  
 
V.2.3.6.e Clasificación de enzimas dioxigenasas de la cepa Inquilinus limosus I 
 
Mediante la clasificación en RHObase que se muestra en la tabla V.24, la enzima benzoato 
1,2-dioxigenasa, con el gen de la subunidad β adyacente, de la cepa I clasificó como B. 
 




gen de la 
subunidad β
Clase
Posible paso de 
la ruta catalizado
(2Fe-2S)-binding protein 115 no A 1
Benzoate 1,2-dioxygenase large 455 sí B 10, 15
Rieske (2Fe-2S) protein 427 no B 10, 15
Rieske (2Fe-2S) protein 108 no D 10, 15
2Fe-2S ferredoxin 112 no D 10, 15
Nombre de la proteína NCBI - T
Clasificación 
(superfamilias)
Benzoate 1,2-dioxygenase large RHO
Rieske (2Fe-2S) protein RHO






Tabla V.24. Clasificación de las secuencias de la subunidad α de enzimas dioxigenasas de la cepa I, 
longitud de la secuencia (aa), presencia de gen codificante para la subunidad β contiguo al gen 
codificante para la subunidad α de la enzima dioxigenasa encontrado, clasificación funcional y posible 




Tabla V.25. Clasificación de las secuencias de la subunidad α de enzimas dioxigenasas y extradiol 
dioxigenasas de la ruta de degradación de fenantreno en la cepa I en superfamilias mediante 
AromaDeg.  
 
Utilizando el servidor AromaDeg se clasificó la enzima benzoato 1,2-dioxigenasa en la 
superfamilia RHO y la enzima gentisato 1,2-dioxigenasa en EXDO III (Tabla V.25).  
 
V.2.3.6.f Clasificación de enzimas dioxigenasas de la cepa Burkholderia sp. Bk 
 
Mediante la clasificación en RHObase que se muestra en la tabla V.26, las dos enzimas 
naftaleno 1,2-dioxigenasas clasificaron como A, dos benzoatos 1,2-dioxigenasas como B, la 
salicilato hidroxilasa como C y tres copias de subunidades α de dioxigenasas hidroxilantes 
de anillo aromático que tienen una subunidad β adyacente como D.  
Al igual que la cepa AM, en Bk se encontraron las cuatro clases de enzimas según 
RHObase de diferentes clases funcionales: A, B, C y D.  
 




gen de la 
subunidad β
Clase
Posible paso de 
la ruta catalizado
Benzoate 1,2-dioxygenase large subunit 449 sí B 10, 15
Nombre de la proteína - I
Clasificación 
(superfamilias)
Benzoate 1,2-dioxygenase large subunit RHO
Gentisate 1,2-dioxygenase EXDO III






Tabla V.26. Clasificación de las secuencias de la subunidad α de enzimas dioxigenasas de la cepa 
Bk, longitud de la secuencia (aa), presencia de gen codificante para la subunidad β contiguo al gen 
codificante para la subunidad α de la enzima dioxigenasa encontrado, clasificación funcional y posible 
paso de la ruta catalizado de la Figura señalador.  
 
Utilizando el servidor AromaDeg se clasificaron las enzimas benzoato 1,2-dioxigenasa, 
naftaleno 1,2-dioxigenasa en la superfamilia RHO, y las enzimas 2,3-dihidroxibifenil 1,2-
dioxigenasa y catecol 2,3-dioxigenasa en EXDO I, que tienen preferencia por sustratos 
bicíclicos y monocíclicos, las enzimas 2,4 dihidroxifenilacetato 2,3-dioxigenasa y 
protocatecuato 3,4-dioxigenasa en EXDO II, y la gentisato 1,2-dioxigenasa en EXDO III 
(Tabla V.27).  
 




Posible paso de 
la ruta catalizado
Naphthalene 1,2-dioxygenase 452 no A 1
Naphthalene 1,2-dioxygenase 450 no A 1
Benzoate 1,2-dioxygenase large subunit 452 sí B 10, 15
Benzoate 1,2-dioxygenase large subunit 481 no B 10, 15
Salicylate hydroxylase 418 no C 19, 21
Aromatic ring-hydroxylating dioxygenase 
subunit alpha (3 copias) 
372 sí D 10, 15






Tabla V.27. Clasificación de las secuencias de la subunidad α de enzimas dioxigenasas y extradiol 
dioxigenasas de la ruta de degradación de fenantreno en la cepa Bk en superfamilias mediante 
AromaDeg.  
 
V.2.3.7 Estudio filogenético de las enzimas dioxigenasas pertenecientes a las cepas 
aisladas de CON 
 
Con el objetivo de evaluar la relación de las enzimas dioxigenasas involucradas en la 
degradación de PAH, se realizó un análisis filogenético de las mismas. Se construyó un 
árbol filogenético a partir del alineamiento de las secuencias de aminoácidos de las 
subunidades α de las enzimas dioxigenasas de todas las cepas aisladas: AM, B, Bc-h, T, I, 
Bk y 20006FA. En el alineamiento se incluyeron secuencias de referencia representativas, 
algunas que habían sido previamente clasificadas (Wanapasian y col., 2018; Khara y col., 
2014) y otras secuencias de aminoácidos seleccionadas de UniProt y Genbank y que 
pertenecen a las mismas especies que las cepas aisladas de CON.  
 




Benzoate 1,2-dioxygenase large subunit RHO
2,3-dihydroxybiphenyl 1,2-dioxygenase EXDO I
Catechol 2,3-dioxygenase EXDO I
3,4-dihydroxyphenylacetate 2,3-dioxygenase EXDO II
Protocatechuate 3,4-dioxygenase EXDO II
Gentisate 1,2-dioxygenase EXDO III




Figura V.10. Árbol filogenético que muestra la relación filogenética de las secuencias de aminoácidos 
de las subunidades α de las dioxigenasas de las cepas AM, B, Bc-h, T, I, Bk y 20006FA. El árbol se 
construyó utilizando el método Neighbor-Joining y el algoritmo p-distance basándose en la matriz de 
distancia obtenida en base al alineamiento de todas las secuencias obtenido con ClustalW con la 














Para construir el árbol se utilizó el programa Molecular Evolutionary Genetics Analysis 
package (MEGA versión 7.0). Las secuencias fueron alineadas mediante la función ClustalW 
y el árbol filogenético obtenido por Neighbor-Joining (NJ) que se muestra en la figura V.10. 
Las secuencias FASTA de las cepas aisladas de nuestro trabajo utilizadas en este análisis 
se muestran en material suplementario (Tablas IV.S2 y V.S7), y los códigos de las 
secuencias de referencias en las Tablas V.S8 y V.S9. 
Los resultados de la figura V.10 muestran dos ramas principales, una que agrupa 5 clados, 
que incluyen a todas las enzimas hidroxilantes de anillo aromático, y otra rama con un sólo 
clado, que contiene las extradiol e intradiol dioxigenasas, haciendo un total de 6 clados 
diferentes. Todas las secuencias de las subunidades α de enzimas dioxigenasas de las 
cepas aisladas, previamente clasificadas, se relacionaron con las secuencias de referencia 
también clasificadas en las 4 clases propuestas del esquema de RHObase (A, B, C y D) y 
en la clase no caracterizada D* que no tienen especificidad de sustrato. Sólo cuatro de las 
secuencias de referencia utilizadas para este análisis y dos de las secuencias de las cepas 
de nuestro estudio (una secuencia dioxigenasa de la cepa AM y otra de la cepa 20006FA) 
no clasificaron dentro del grupo correspondiente (sombreadas en gris en la Figura V.10). 
Asimismo, dentro de los subclados se encontró similitud significativa entre secuencias 
dioxigenasas de las cepas aisladas en este trabajo con las cepas de referencia de las 
misma especie. El análisis de agrupamiento realizado coincidió con los datos obtenidos 
mediante la clasificación por RHObase de cada clase y también con aquellas secuencias de 
dioxigenasas que no habían podido ser clasificadas por la base de datos, que se agruparon 
en el clado S/C juntos con secuencias de enzimas extradiol dioxigenasas. Además, dentro 
de este clado, un subclado (EI), perteneció a secuencias de EXDO I, que se obtuvo de la 
clasificación en AromaDeg. 
El árbol filogenético de dioxigenasas reveló que el agrupamiento depende ampliamente de 
la especificidad de sustrato. Esto confirmaría que las enzimas dioxigenasas de las cepas 
aisladas que se encuentran dentro del mismo clado podrían estar involucradas en la 
degradación del mismo sustrato en la ruta de degradación de fenantreno. Aquellas enzimas 
que se agruparon en el clado D*, deberían verificarse mediante análisis moleculares y 
bioquímicos adicionales para confirmar su especificidad de sustrato.  
Por otro lado, el análisis filogenético reveló que las proteínas de las mismas especies están 








V.2.3.8 Reguladores transcripcionales de los genes de la ruta de degradación de 
hidrocarburos 
 
Para aquellas cepas que presentaron degradación de PAH, se decidió estudiar sus entornos 
genómicos para poder identificar reguladores transcripcionales que pudieran participar en la 
regulación de la expresión de genes de las vías de degradación de hidrocarburos. Este 
análisis se realizó manualmente utilizando el explorador genómico Artemis y RAST. Los 
factores de transcripción se pueden agrupar en base al análisis de su secuencia. Se han 
identificado gran variedad de proteínas reguladoras incluidas en distintas familias de 
reguladores transcripcionales procariotas que controlan la expresión de las rutas catabólicas 
de degradación de compuestos aromáticos, entre ellas NtrC, LysR, XylS, IclR, MarR, GntR y 
TetR, son las mejores caracterizadas (Pérez-Rueda y Collado-Vides, 2000). En la tabla V.28 
se muestran genes de reguladores transcripcionales de AM y Bk que podrían controlar la 
expresión de enzimas de las rutas catabólicas de la degradación de compuestos aromáticos, 
como LysR y NtrC (sólo presente en Bk) y otros pertenecientes a las familias AraC, FNR, 
MarR y GntR, que se encuentran cercanos a genes de enzimas dioxigenasas, y genes que 
participan en la vía alta y baja de degradación de fenantreno y otros que participan en la 
degradación de diferentes PAH, como también elementos móviles que promueven la 
transferencia de esos genes. La figura V.11 muestra la organización genética de una región 
de los genomas de AM y Bk, donde se puede ver la cercanía de genes dioxigenasas a algún 




Figura V.11. Esquema de organización génica encontrada en una región de los scaffolds 34 y 25 de 
las cepas AM y Bk, respectivamente. Cada secuencia codificante (CDS) se muestra con flechas y se 
colorea dependiendo de la función de sus productos génicos. 
 






Tabla V.28. Reguladores transcripcionales encontrados en los genomas de las cepas AM y Bk. 
 
V.2.3.9 Reconstrucción de la red metabólica guiada por los datos genómicos y 
filogenéticos 
 
Al analizar los genomas de las cepas de CON mediante el servidor RAST y la base de datos 
NCBI se encontraron enzimas que pueden catalizar diferentes pasos de la vía de 
degradación de fenantreno propuesta. En la Figura V.12 se agruparon los datos de los 
genes de enzimas de la vía de degradación de fenantreno de todas las cepas aisladas, 
representadas cada una con un círculo de color, y ubicada en el paso que podría participar 
según tenga en su genoma la enzima o enzima homóloga necesaria para catalizar ese paso.  
Dentro de los genomas de las cepas aisladas se encontraron enzimas dioxigenasas que 
participan de algunos pasos claves en la degradación de fenantreno (Tabla V.29 y Figura 
V.S1). Las enzimas 2,3-dihidroxybifenil 1,2-dioxigenasa (EC 1.13.11.39) y 4,5-dioxigenasa 
(EC 1.13.11.8), halladas en AM, Bc-h, Bk y 20006FA, podrían catalizar el paso inicial de 
ataque al fenantreno. Otras dioxigenasas como las subunidades alfa y beta de la 
dioxigenasa de anillo aromático (EC 1.14.12.-), la bifenilo 2,3-dioxigenasa (EC 1.14.12.18) y 
la naftaleno 1,2 dioxigenasa (EC 1.14.12.12), que podrían actuar en el paso 10, se 
encontraron en todas las cepas. Para el paso 7 donde actúa una dioxigenasa EC 1.13.11.- 
sólo se encontraron enzimas homólogas en las cepas AM, 20006FA, Bc-h y Bk. Es 
interesante remarcar que en este análisis in silico la enzima clave que atacarían el AHN por 
meta clivaje (Paso 14), una salicilato monooxigenasa/hidroxilasa (EC 1.14.13.1), se encontró 
en las cepas AM, 20006FA, Bc-h, I y Bk.  
El juego completo de enzimas que serían necesarias para la ruta de degradación de 










Reguladores transcripcionales - Genbank 
NCBI 
n° de copias de los genes 





Tabla V.29. Predicción de enzimas pertenecientes a los diferentes pasos de la ruta de degradación 
de fenantreno en las cepas aisladas de CON: Sphingobium sp. (AM), Pseudomonas sp. (Bc-h y T) 
Klebsiella aerogenes (B), Inquilinus limosus (I) y Burkholderia sp. (Bk), y la cepa exógena a CON 
Sphingobium sp. (20006FA) obtenida utilizando el servidor RAST y NCBI.  
 
Los procedimientos de reconstrucción de red basados en datos "ómicos" son una 
herramienta invaluable para inferir un conjunto total y activo de reacciones mediadas por 
diferentes miembros en una comunidad microbiana. Dentro de ellos, los métodos basados 
en red para el análisis automático de capacidades catabólicas en genomas permiten el 
Pasos de la vía de 
degradación de 
fenantreno
Enzimas predichas de la vía Alta y Baja de degradación de fenantreno Cepas
1, 3, 7  2,3-dihydroxybiphenyl 1,2-dioxygenase (EC 1.13.11.39) AM Bc-h Bk Sp
1, 3, 7  4,5-dioxygenase (EC 1.13.11.8) Bk
1, 10  Aromatic-ring-hydroxylating dioxygenase alpha and beta subunit (EC 1.14.12.-) AM B Bc-h Bk Sp
2, 11  2,3-dihydroxybenzoate-2,3-dehydrogenase (EC 1.3.1.28) B
2, 11  1,2-dihydroxycyclohexa-3,5-diene-1-carboxylate dehydrogenase (EC 1.3.1.25) Bc-h
2, 11  1,6-dihydroxycyclohexa-2,4-diene-1-carboxylate dehydrogenase (EC 1.3.1.25) AM Bc-h B T I Bk Sp
4  Mandelate racemase (EC 5.1.2.2) Bk
4  Maleylacetoacetate isomerase (EC 5.2.1.2) AM B Bc-h I Bk Sp
5, 12, 17  3,4-dihydroxybenzoate decarboxylase (EC 4.1.1.63 ) B
5, 12, 17  4-carboxymuconolactone decarboxylase (EC 4.1.1.44) AM B Bc-h T I Bk Sp
5, 8  Carboxymuconolactone decarboxylase (EC 4.1.1.44) AM T Bk Sp
5, 8, 17  4-hydroxy-2-oxovalerate aldolase (EC 4.1.3.39) AM B Bc-h T I Sp
6  Acetaldehyde dehydrogenase (EC 1.2.1.10) AM B Bc-h T I Bk Sp
8  4-oxalocrotonate decarboxylase (EC 4.1.1.77) AM T Sp
9  Aldehyde dehydrogenase (EC 1.2.1.3) AM B Bc-h T Sp
9  2-hydroxymuconic semialdehyde dehydrogenase (EC 1.2.1.60) AM Sp
10  Biphenyl 2,3-dioxygenase (EC 1.14.12.18) AM Sp
10  Naphthalene 1,2-dioxygenase (EC 1.14.12.12) AM B Bk Sp
10  Benzoate 1,2-dioxygenase alpha and beta subunit (EC 1.14.12.10) AM Bc-h T I Bk Sp
10  Anthranilate 1,2-dioxygenase small subunit (EC 1.14.12.1) AM Bk Sp
13, 15  Protocatechuate 3,4-dioxygenase alpha and beta subunit (EC 1.13.11.3) B Bc-h T I Bk
13, 15, 20  Gentisate 1,2-dioxygenase (EC 1.13.11.4) B I Bk
13, 15, 20  Homogentisate 1,2-dioxygenase (EC 1.13.11.5) AM Bc-h T I Bk Sp
13, 15, 20  3,4-dihydroxyphenylacetate 2,3-dioxygenase (EC 1.13.11.15) B Bk
14, 19, 21  Salicylate 1-monooxygenase (EC 1.14.13.1 )   AM Bc-h I Bk Sp
16  Muconolactone delta-isomerase (EC 5.3.3.4) AM B Bc-h T I Bk Sp
16, 13  Muconate cycloisomerase (EC 5.5.1.1) AM B Bc-h T Sp
17  2-keto-4-pentenoate hydratase (EC 4.2.1.80) AM Bc-h I Bk Sp
18  Salicylaldehyde dehydrogenase (EC 1.2.1.65) T Bk
18  5-carboxymethyl-2-hydroxymuconate semialdehyde dehydrogenase (EC 1.2.1.60) AM B Bk Sp
18  2-hydroxymuconic semialdehyde dehydrogenase (EC 1.2.1.32 ) AM Sp
19  4-hydroxybenzoate 3-monooxygenase (EC 1.14.13.33 ) B Bc-h T I Bk
21  n-hydroxybenzoate hydroxylase (EC 1.14.13.2 ) B
21  4-hydroxybenzoate 3-monooxygenase (EC 1.14.13.33 ) B Bc-h T Bk
21  Salicylate hydroxylase (EC 1.14.13.1) B Bk
22  Catechol 1,2-dioxygenase (EC 1.13.11.1) AM B Bc-h I Bk Sp
23  Catechol 2,3-dioxygenase (EC 1.13.11.2) AM Bk Sp
22  Hydroxyquinol 1,2-dioxygenase (EC 1.13.11.37) Bk
*  (2Fe-2S)-binding protein AM B Bc-h T I BK Sp




aprovechamiento de los datos para obtener ideas claras de cómo funcionan los consorcios 
(Bargiela y Ferrer, 2017).  
Partiendo de la ruta de degradación del fenantreno reportada en la base de datos KEGG, se 
seleccionaron todas las reacciones de interés y se identificaron las enzimas que 
participaban en cada etapa. Una vez obtenida la lista de enzimas, se descargaron todas las 
secuencias de aminoácidos correspondientes a cada enzima. Para ello se utilizaron bases 
de datos específicas, como RHObase, y bases de datos con alto nivel de anotación, como 
UniProt, Interpro, Pfam y OrthoDB. Estas secuencias fueron comparadas contra los genes 
predichos en los genomas del consorcio utilizando BLAST y se seleccionaron aquellos 
resultados que tuvieran más del 70% de identidad y más de 70% de cobertura. Para los 




Tabla V.30. Tabla utilizada para la construcción del gráfico computacional con los diferentes pasos de 
la ruta de degradación de fenantreno, código de KEGG (reacción), número de EC de la enzima y los 
best hits para las enzimas de los genomas de cada una de las cepas del consorcio: Bk, B, T, AM, I y 
Bc-h.  
Amount BestHit AvgID Amount BestHit AvgID Amount BestHit AvgID Amount BestHit AvgID Amount BestHit AvgID Amount BestHit AvgID
S1 R05843 1.13.11.- 2 99,8 86,45 0 0 0 0 0 0 2 99,8 91,20 0 0 0 0 0 0
S2 R04151 1.3.1.49 2 56 54,20 0 0 0 0 0 0 1 54,3 54,30 0 0 0,00 0 0 0,00
S3 R05650 1.13.11.- 7 99,7 86,28 2 88 82,70 4 93,3 84,57 7 100 88,07 1 74,3 74,30 3 85,2 82,83
S4 R05642 5.1.2.- 5 93 81,18 8 93,4 83,62 5 87 79,62 6 93,5 83,98 4 79,5 75,17 1 81,1 81,10
S5 R05648 4.1.2.- 4 86,3 83,95 3 99 87,86 4 84,3 78,95 2 88 85,40 5 77,7 72,78 1 78,2 78,20
S6 R05649 1.2.1.- 2 80,9 76,15 3 88,4 85,33 3 85,6 77,80 3 95,7 82,36 1 71,1 71,10 2 78,3 75,40
S7 R07657 1.13.11.38 1 56,5 56,50 1 74,1 74,10 1 80,9 80,9 1 92,8 92,80 3 100 71,86 0 0 0
S8 R07713 4.1.2.34 1 100 100,00 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S9 R05643 1.2.1.78 2 80,9 76,15 3 88,4 85,33 3 85,6 77,80 3 95,7 82,36 1 71,1 71,10 2 78,3 75,40
S10 R09227 1.14.12.- 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 95 85,50 0 0 0 1 100 100,00
S11 R09228 1.3.1.- 1 73,4 73,4 0 0 0 0 0 0 1 99,6 99,60 0 0 0 0 0 0
S12 R01634 4.1.1.69 7 85,7 81,11 5 100 93,54 7 95,5 88,77 6 100 94,56 8 100 98,62 4 93,6 83,02
S13 R01631 1.13.11.3 1 70,1 70,10 1 86,4 86,40 1 75,5 75,50 0 0 0,00 0 0 0,00 0 0 0,00
S14 R05632 1.14.13.1 5 93,2 80,24 2 95,5 97,10 0 0 0,00 2 100 90,35 1 75,8 75,80 0 0 0,00
S15 R04117 1.13.11.56 0 0 0,00 0 0 0,00 0 0 0,00 1 83,9 83,90 0 0 0,00 1 70,8 70,80
S16 R05137 5.99.1.4 5 100 92,46 0 0 0,00 1 71,9 71,90 1 97,5 97,50 1 92,5 92,50 0 0 0,00
S17 R05136 4.1.2.45 1 75,6 75,60 0 0 0,00 0 0 0,00 1 83,2 83,20 0 0 0,00 0 0 0,00
S18 R02941 1.2.1.65 2 77,3 75,90 1 81,6 81,60 1 77,6 77,60 0 0 0,00 0 0 0,00 0 0 0,00
S19 R07709 1.14.13.1 4 93,2 81,37 2 98,7 97,10 0 0 0,00 0 0 0,00 1 75,8 75,80 0 0 0,00
S20 R02656 1.13.11.4 1 96,5 96,50 1 89,4 89,40 0 0 0,00 0 0 0,00 0 0 0,00 0 0 0,00
S21 R00818 1.14.13.172 1 79,1 79,10 0 0 0,00 0 0 0,00 0 0 0,00 0 0 0,00 0 0 0,00
S22 R00817 1.13.11.1 1 81 81,00 1 97,4 97,40 2 89 84,00 1 99,3 99,30 1 79 79,00 1 79,6 79,60
S23 R00816 1.13.11.2 3 86,3 77,43 1 99,7 99,70 1 81,5 81,50 4 99,6 90,72 2 74,7 73,25 0 0 0,00
Sphingobium sp. AM Inquilinus limosus Pseudomonas sp. Bch
Paso Reacción N° EC 
Burkholderia  sp. Klebsiella aerogenes Pseudomonas sp. T






Figura V.12. Gráfico computacional de las enzimas que participan en la vía de degradación de 
fenantreno en todas las cepas. 
 
Se construyó una red usando Cytoscape, donde los nodos representan los compuestos y las 
uniones las enzimas encontradas. Brevemente, cada nodo puede estar conectado a otro por 
hasta 6 uniones, una por cada genoma en el consorcio. El ancho de la línea está 
determinado por el número de hits que contiene el genoma correspondiente, mientras que el 
tipo de línea varía según el umbral de identidad de secuencia utilizado en la búsqueda. 
En la figura V.12 se muestra el gráfico computacional de la red de degradación de 
fenantreno obtenida para todas las cepas aisladas de CON, a partir de los datos genómicos. 
 




La red obtenida muestra una actividad protagonista de las cepas AM y Bk en el ataque 
inicial al fenantreno, lo que es consistente con las capacidades metabólicas observadas en 
estudios fisiológicos de estas cepas (Tablas V.16, V.26 y Figura V.12). Se observa que las 
enzimas de la vía superior de degradación del fenantreno (codificadas en AM y Bk) serían 
complementadas con las enzimas codificadas en las cepas I, T y Bc-h que intervienen en 
pasos posteriores a los iniciales y principalmente en la vía baja atacando compuestos 
aromáticos monocíclicos. Encontramos varias enzimas codificadas por más de una cepa, 
compatible con la redundancia funcional observada en estudios fisiológicos y de la dinámica 
del consorcio durante la degradación.  
Para que en los consorcios se den las colaboraciones entre las diferentes especies 
predichas por la reconstrucción automática de la red metabólica, se asume que los 
metabolitos que son intercambiados por las diferentes especies son mercancías comunes 
que deben ser, respectivamente, importadas y exportadas del citoplasma bacteriano a 
través de transportadores. Si bien, no tenemos evidencia experimental de proteínas 
involucradas en la movilización directa de estos metabolitos dentro o fuera de organismos 
bacterianos, identificamos genes que codifican transportadores clásicos como los 
dependientes de unión a ATP (ABC) (en los genomas de todas las cepas) y genes de la 
familia OmpW, que codifican para transportadores de PAH a través de la membrana externa 
(son canales hidrofóbicos) (Touw y col., 2010; Hong y col., 2006). Estos últimos se 
encontraron en 5 copias en el genoma de Bk y sólo una copia en los genomas de AM, 
20006FA, B, Bc-h y T.  
 
V.2.4 Diseño y caracterización de consorcios microbianos sintéticos  
 
Con el objetivo de construir consorcios microbianos sintéticos que exhiban altos niveles de 
degradación de PAH de bajo y alto peso molecular, a partir de las cepas aisladas de CON 
(AM, B, Bc-h, T, I y Bk) se diseñaron diferentes consorcios sintéticos (CS). También, se 
empleó la cepa exógena a CON, Sphingomonas paucimobilis (20006FA), que resultó ser 
buen inoculante dentro de CON (Capítulo IV, sección IV.3.2) y que está taxonómica y 
filogenéticamente relacionada con la cepa de Sphingobium sp. (AM). 
Se prepararon 5 consorcios sintéticos diferentes, teniendo en cuenta características de cada 
cepa (Figura V.13):  
 
 CS-1, constituido por Sphingobium sp. (AM), Klebsiella aerogenes (B), Pseudomonas 
sp. (T y Bc-h) e Inquilinus limosus (I); 
 CS-2 constituido por AM, B, T, Bc-h e I más 20006FA; 




 CS-3: constituido por B, T, Bc-h, I y 20006FA en reemplazo de AM; 
 CS-4: constituido por todas las cepas aisladas de CON: AM, B, Bc-h, T, I y 
Burkholderia sp. (Bk); 
 CS-5: constituido por B, Bc-h, T y I. 
 
Conjuntamente a los criterios fisiológicos que se evaluaron para el diseño de los consorcios 
sintéticos, se consideró el análisis genómico de cada cepa y la red metabólica obtenida 
según los porcentajes de identidad de todas las enzimas que participan de la ruta de 
degradación.  
El CS-1, no tiene a Bk, ya que esta cepa podría competir con AM.  
El CS-2 tiene 20006FA, con el objetivo de aumentar la eficiencia de degradación y 
comprobar si actúa de manera similar a CON-I, ya estudiado en el capítulo IV.  
El CS-3, no tiene a AM pero si a 20006FA, para estudiar el comportamiento de esta cepa 
degradadora con las cepas de CON.  
El CS-4 tiene todas las cepas aisladas del consorcio original CON, con el objetivo de 
reproducir este consorcio. 
CS-5 formado con las cepas de CON, sin la presencia de las cepas que resultaron 
degradadoras en cultivos puros. 
En todos los casos se inocularon 100 µl de un cultivo de 0,2 DO580nm de cada una de las 
cepas. Los consorcios se incubaron en MML con 200 mg/L de fenantreno como única fuente 
de carbono y energía durante 15 días a 28 °C y 250 rpm.  
 
 
Figura V.13. Consorcios sintéticos diseñados (CS). 
 
V.2.4.1 Estudio del potencial de degradación de los consorcios sintéticos 
 
Con el objetivo de determinar cualitativamente el espectro de degradación de hidrocarburos 
policíclicos aromáticos de los cinco consorcios sintéticos, se inocularon en MML 
suplementado con 1 g/L de diferentes hidrocarburos policíclicos aromáticos y 0,05 g/L de 




AHN, intermediario clave de la degradación. Luego de 15 días de incubación se consideró 





Tabla V.31. Degradación de diferentes PAH (1 g/L) e intermediarios de la degradación de PAH (0,05 
g/L) por los consorcios sintéticos CS-1, CS-2, CS-3, CS-4 y CS-5. +: Corresponde a la aparición de 
color; -: no detectado. 
 
Los resultados se muestran en la tabla V.31. Los consorcios CS-1, CS-2, CS-3 y CS-4 
mostraron el mismo comportamiento, degradando antraceno, fenantreno y fluoreno, como 
también el intermediario ácido 1-hidroxi-2-naftoico. En el CS-5 no se observó coloración en 
ninguno de los PAH estudiados, confirmando que excepto AM y Bk, ninguna de las otras 
cepas aisladas mostró la capacidad de iniciar la degradación de PAH ni en cultivos puros ni 
juntas en un consorcio sintético, por lo que se decidió no continuar analizando el CS-5.  
 
V.2.4.2 Cinética de degradación de fenantreno de los consorcios sintéticos 
 
Se estudió la cinética de degradación de fenantreno y la producción de AHN de CS-1, CS-2, 
CS-3 y CS-4 en MML con 200 mg/L de durante 7 días (Figura V.15). En la Figura V.14 se 
puede ver una fotografía de uno de los consorcios sintéticos analizados, donde se observa 
la coloración ocre propia de la aparición de los metabolitos intermediarios de la degradación.  
 
CS-1 CS-2 CS-3 CS-4 CS-5
Acenaftileno - - - - -
Antraceno + + + + -
Criseno - - - - -
Fenantreno + + + + -
Fluoreno + + + + -
Pireno - - - - -
Ácido 1-hidroxi-2-naftoico + + + + -
PAH y metabolitos 
intermediarios
Capacidad de degradación





Figura V.14. Fotografía de uno de los consorcios sintéticos durante la degradación de 200 mg/L de 























Figura V.15. Concentración de fenantreno y producción de ácido 1-hidroxi 2-naftoico (AHN) en los 
cultivos de CS-1, CS-2, CS-3 y CS-4 en MML suplementado con 200 mg/L de fenantreno durante 7 




























































































































































































































En la figura V.15 se observa que todos los CS lograron degradar al fenantreno a niveles no 
detectables luego de 7 días de incubación. El CS-4 que contiene a la cepa degradadora Bk 
mostró una mayor velocidad de degradación, alcanzando luego de 3 días un porcentaje de 
degradación (97,48%) significativamente mayor (P<0.05) al de los otros 3 consorcios. Los 
consorcios CS-2 y CS-3 que contienen la cepa exógena 20006FA mostraron un 
comportamiento diferente al CS-1 que contiene sólo la cepa degradadora AM, observándose 
un período de latencia o adaptación, durante los cuales la concentración de fenantreno se 
mantuvo constante. En el caso del CS-3 en donde la única cepa degradadora era la 
exógena, se observó un tiempo de latencia entre el día 0 y el 2 de incubación, alcanzando 
luego de 4 días un porcentaje de degradación de fenantreno (88,92%) significativamente 
menor (P<0.05) al alcanzado por los otros CS. En el caso del CS-2 que contiene las dos 
cepas de la familia Sphingomonadaceae, AM y 20006FA, si bien se observó una 
degradación inicial, a las pocas horas la degradación se detuvo y la concentración de 
fenantreno permaneció constante hasta el día 2 de incubación, alcanzando luego de 4 días 
valores de degradación semejantes a los observados en CS-1 y CS-4.  
En los mismos cultivos se midió simultáneamente la concentración de ácido 1-hidroxi-2-
naftoico (Figura V.15). En todos los consorcios fue posible detectar la aparición de este 
intermediario metabólico. El CS-4, que contiene las cepas degradadoras AM y Bk, muestra 
un patrón distinto en la producción y eliminación de este intermediario que los consorcios 
que sólo contienen las cepas de la familia Sphingomonadaceae (CS-1, CS-2 y CS-3). El CS-
4 genera la mayor producción de AHN (64 ± 5 mg/L), que aunque disminuye (20 ± 7 mg/L) 
hacia el día 7, no logra eliminarlo.  
El CS-1, que tiene a la cepa degradadora AM, y CS-2, que tiene a 20006FA, acumulan una 
menor concentración de AHN, que se elimina llegando a concentraciones no detectables al 
día 4. En CS-3, la aparición de AHN se manifiesta a partir del día 2, coincidiendo con el 
retraso que se observó en la degradación de fenantreno, y presenta su pico de 
concentración máxima el día 4 (63 ± 23 mg/L), que disminuye hasta su desaparición el día 7 
de incubación. 
En la figura V.16 se combinan las cinéticas de degradación de fenantreno y producción de 
AHN en la cepa degradadora AM y los consorcios que la contienen, CS-1, CS-2 y CS-4, y 























Figura V.16. Concentración de fenantreno y producción de ácido 1-hidroxi 2-naftoico (AHN) en los 
cultivos de CON, CS-1, CS-2, CS-4 y AM en MML suplementado con 200 mg/L de fenantreno durante 
15 días de incubación. Se grafican los valores promedio de tres réplicas biológicas y su respectiva 
desviación estándar.  
 
En todos los consorcios sintéticos se observó mayor degradación de fenantreno con 
respecto a CON y la cepa AM. Después de 15 días todos los CS y la cepa AM lograron 
degradar el fenantreno, mientras que CON sólo alcanza un 59% de degradación. 
En cuanto a la acumulación de AHN, la cepa AM y CS-4, que tiene a la cepa degradadora 
Bk, alcanzaron la mayor concentración; AM consigue degradarlo completamente mientras 
que en CS-4 queda una concentración residual que se mantienen desde el día 7 hasta el 
final del ensayo (15 ± 4 mg/L). Los consorcios CS-1, CS-2 y CS-3 (los consorcios que 
contienen las cepas de la familia Sphingomonadaceae) acumularon menos concentraciones 
de AHN que la cepa AM, logrando degradarlo el día 15. En CON la concentración producida 
del metabolito se mantuvo en un valor constante hasta el final del tiempo ensayado (28 ± 10 
mg/L).  
 
En la figura V.17, se analizaron los resultados para la cepa degradadora Bk, y los consorcios 
que la contienen, CS-4 y CON. Mientras que CON sólo alcanza una degradación de 59% de 
fenantreno, tanto la cepa Bk y CS-4 lograron degradar el 99% el día 15.  
Si bien el CS-4 acumula la mayor concentración de AHN, es el único que muestra capacidad 
de degradarlo. Bk y CON presentan un comportamiento similar de acumulación de AHN 























































































Figura V.17. Concentración de fenantreno y producción de ácido 1-hidroxi 2-naftoico (AHN) en los 
cultivos de CON, CS-4 y Bk en MML suplementado con 200 mg/L de fenantreno durante 15 días de 
incubación. Se grafican los valores promedio de tres réplicas biológicas y su respectiva desviación 
estándar. 
 
En la figura V.18 se combinaron las cinéticas de degradación de fenantreno en la cepa 
degradadora y exógena a CON, 20006FA y los consorcios que la contienen, CS-2, CS-3 y 





Figura V.18. Concentración de fenantreno en los cultivos de CON-I, CS-2, CS-3 y 20006FA en MML 
suplementado con 200 mg/L de fenantreno durante 15 días de incubación. Se grafican los valores 
promedio de tres réplicas biológicas y su respectiva desviación estándar.  
 
En los consorcios sintéticos (CS-2 y CS-3) y en la cepa 20006FA se observó mayor 






























































































20006FA lograron degradar todo el fenantreno, mientras que CON-I sólo alcanza un 78% de 
degradación. A tiempos cortos (hasta el día 2), se observó en CS-2 y CS-3 un tiempo de 
latencia que no se observa en el cultivo puro de la cepa, que alcanzó rápidamente el día 2 
un 60% de degradación. En CON-I la concentración de fenantreno remanente se midió 
recién el día 4, y no en tiempos más cortos, por lo que no se puede establecer si presentó el 
período de adaptación. 
 
En resumen, los valores observados de degradación de fenantreno para las cepas 
individuales y los consorcios sintéticos diseñados, son significativamente (P<0.05) 
superiores al valor alcanzado por el consorcio natural CON, de donde las cepas fueron 
aisladas y el consorcio inoculado CON-I, que contiene a la cepa 20006FA (Figuras V.17, 
V.18 y V19). También se observó que los CS alcanzan las menores concentraciones de 
AHN al final del tiempo ensayado en comparación a CON.  
Dentro de los CS, si bien el CS-4 mostró la mayor velocidad de degradación, acumula AHN, 
en cambio CS-1 logra degradar el fenantreno y el AHN a niveles no detectables. 
 
V.2.4.3 Determinación de la dinámica de las poblaciones bacterianas de los 
consorcios sintéticos  
 
V.2.4.3.a Recuento de bacterias heterótrofas totales  
 
Se realizó el recuento de las poblaciones cultivables de bacterias heterótrofas de los 4 CS 
creciendo en MML suplementado con fenantreno como única fuente de carbono y energía 
durante 15 días.  
Como se puede observar en la figura V.19, el CS-4 posee un número inicial de bacterias 
heterótrofas cultivables superior en más de dos órdenes a los encontrados en los otros CS. 
Esto puede deberse a diferencias en la relación UFC/DO entre la cepa de Burkholderia (Bk) 
y las otras cepas inoculadas, ya que la estandarización de la concentración de las distintas 
poblaciones se realizó en base a DO. La figura V.19 muestra para todos los consorcios 
diseñados un aumento en el número de bacterias heterótrofas cultivables durante todo el 
ensayo. Los consorcios CS-2 y CS-3, que contienen la cepa 20006FA, alcanzaron los 
valores más altos de UFC, superando al CS-4 que había partido de un recuento 
significativamente (P<0.05) mayor. Por el contario, CS-1 manifestó un valor de recuento de 











Figura V.19. Recuento de poblaciones heterótrofas cultivables en cultivos de CS-1, CS-2, CS-3, CS-4 
en MML suplementado con 200 mg/L de fenantreno durante 15 días de incubación. Se grafican los 
valores promedios y las desviaciones estándar de tres réplicas biológicas. 
 
 
Se llevó a cabo también un recuento diferencial considerando los distintos morfotipos 
macroscópicos, colonias amarillas: Sphingobium sp. (AM) y Sphingomonas paucimobilis 
(20006FA); colonias blancas: Klebsiella aerogenes (B), Pseudomonas sp. (Bc-h), Inquilinus 
limosus (I) y Burkholderia sp. (Bk); colonias transparentes: Pseudomonas sp. (T) (Figuras 
V.26 y V.17).  
 
En la figura V.20 se observa que en los consorcios CS-1, CS-2 y CS-3, luego de 4 días de 
incubación, los recuentos de las colonias amarillas (correspondientes a las cepas AM y 
20006FA) fueron mayores a los de los otros morfotipos; posteriormente y cuando ya no es 
detectable el fenantreno (Figura V.15), esta relación se modifica, y las colonias blancas 
alcanzan o superan a las colonias amarillas. En CS-4, que contiene la cepa Bk, cuyas 
colonias son blancas, las colonias amarillas y blancas muestran recuentos semejantes y 
mayores a los observados para las colonias transparentes hasta el día 7 de incubación. Al 
finalizar el ensayo y cuando la concentración de AHN se mantiene constante (Figura V.15), 
























































Figura V.20. Recuento diferencial en R2A de bacterias heterótrofas cultivables para los distintos 
morfotipos encontrados en los cultivos de CS-1, CS-2, CS-3 y CS-4 en MML suplementado con 200 
mg/L de fenantreno durante 15 días de incubación. Se grafican los valores promedio y las 
desviaciones estándar de tres réplicas biológicas 
 
V.2.4.3.b Electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE) 
 
Se realizó la extracción de DNA de los consorcios sintéticos a dos tiempos de incubación (4 
y 15 días) durante la degradación de fenantreno y se llevó a cabo una PCR con primers 
específicos para una porción el gen 16S rRNA. Para realizar comparaciones se incluyó el 
DNA de las cepas aisladas. Con estos productos de amplificación se llevaron a cabo dos 
DGGE; una para CS-1, CS-2 y CS-3, y otra para CS-4, con la cepa Bk aislada 
recientemente. Los geles se realizaron con un porcentaje de desnaturalización de urea y 





























































































Figura V.21. Análisis por PCR-DGGE los cultivos de CS-1, CS-2 y CS-3 en MML suplementado con 
200 mg/L de fenantreno a los 4 y 15 días de incubación y las cepas 20006FA, AM, B, Bc-h, T e I. 
 
Las claras diferencias que se observaron al comparar la dinámica de las poblaciones 
cultivables no pudieron distinguirse a nivel de la estructura genética por la técnica DGGE 
(Figura V.21). En el perfil de bandas para los diferentes consorcios sintéticos, tanto para el 
día 4 como el día 15 de incubación sólo se observan pequeñas diferencias. La banda 
perteneciente a la cepa B aparece el día 15 de incubación, no observándose en el día 4.  
Se llevó a cabo otra DGGE para el CS-4 a los días 0, 4, 7 y 15 de incubación y se incluyó en 
la corrida electroforética a las cepas degradadoras Bk y AM, pertenecientes a este CS. En la 
figura V.22 se puede ver la banda correspondiente a la cepa AM a partir del día 0 de 
incubación y la banda correspondiente a la cepa Bk posteriormente, que aparece luego de 8 
días de incubación.  
 






Figura V.22. Análisis por PCR-DGGE de fragmentos de 16S rRNA amplificados por PCR de las 
poblaciones bacterianas en cultivos los cultivos de CS-4 (Duplicados A y B) en MML suplementado 
con 200 mg/L de fenantreno a los 0, 4, 7 y 15 días de incubación y las cepas Bk, I, T, Bc-h, B y AM. 
 
V.2.4.4 Estudio de la expresión de genes de la cepa AM regulados diferencialmente 
entre el cultivo puro y el consorcio CS-1 mediante RT-qPCR  
 
Con el objetivo de evaluar si la presencia de otras cepas bacterianas modula la expresión de 
los genes de la vía de degradación de fenantreno de la cepa AM, se realizaron extracciones 
de RNA total de cultivos de la cepa AM y del CS-1 en MML suplementado con 200 mg/L de 
fenantreno, a diferentes tiempos durante la degradación. 
Se seleccionaron primers para amplificar genes que codifican para enzimas implicadas en la 
ruta superior e inferior de degradación de fenantreno de la cepa Sphingobium sp. AM. Se 
incluyó un primer que amplifica en forma específica el gen 16s rRNA de Sphingomonas para 
la normalización de la expresión de los genes funcionales. Los primers utilizados se detallan 
en la Tabla III.2. La especificidad de los primers elegidos fue evaluada mediante la 
comparación de sus secuencias con la base de datos NCBI utilizando la herramienta blastn. 
También, se realizó un chequeo “in silico” de los primers, para confirmar especificidad en la 
secuencia genómica de la cepa AM, y que estos no hibriden con las secuencias genómicas 
del resto de las cepas de CON. Esta estimación se hizo a través del servidor ARTEMIS. 




La presencia y el tamaño de los fragmentos de amplificación de los genes utilizados y la 
optimización de la temperatura de hibridación se verificó mediante corridas electroforéticas 
en gel de agarosa a partir de las muestras de PCR sobre el ADN de la cepa AM en cultivo 
líquido (Figura V.S2). La especificidad se confirmó con la secuenciación de los productos de 
PCR que presentaron el peso molecular esperado mediante el servicio Macrogen, Korea.  
El RNA total de los cultivos de AM y CS-1 a las 2, 8, 24, 72 y 96 horas en 200 mg/L de 
fenantreno se obtuvo siguiendo el protocolo del kit comercial y algunas modificaciones que 
se detallan en el inciso III.2.11.1.d. La cantidad y calidad del RNA se midió por NanoDrop 
2000 (Thermo-ScientificTM) y la integridad del RNA sin contaminación por DNA genómico 
se corroboró realizando una electroforesis en geles de agarosa. 
En cuanto a la extracción de RNA del consorcio sintético, debido a que la inoculación fue de 
un bajo número inicial de células (que se correspondía con el inóculo que se utilizó al 
diseñar los CS), y al cosechar cultivos a tiempos cortos, se obtuvieron pellets de poca 
cantidad de células, que nos permitió adquirir bajas concentraciones de RNA.  
Se continuó con la retrotranscripción de RNA a cDNA. Tras la síntesis del cDNA, se eliminó 
el RNA añadiendo RNasa.  
 
V.2.4.4.a Eficiencia de primers 
 
La eficiencia de los primers seleccionados (Tabla V.32) se verificó mediante RT-qPCR 
utilizando como molde diluciones seriadas de una mezcla equimolar de cDNA de todas las 
condiciones ensayadas para cada cultivo.  
En la tabla V.32 se encuentra el listado de los genes utilizados en el ensayo, el nombre de la 
enzima, con las eficiencias resultantes y la Tm (°C) correspondiente a cada gen.  
Entre los primers que mostraron una buena eficiencia, se encuentran genes de enzimas que 
codifican para la vía superior como la subunidad mayor de la naftaleno/bifenil dioxigenasa 
(ahdA1f), la 2,3-dihidroxibifenil 1,2-dioxigenasa (ahdC) y para de la vía baja de degradación 
de fenantreno, como dos toluato/benzoato dioxigenasas (ahdA1d y adhA1c) y la catecol 2,3 
dioxigenasa (XylE) y algunos que codifican para enzimas que pueden participar tanto de la 
vía superior como inferior dentro de los que se encuentran la dihidrodiol deshidrogenasa 
(ahdB) y las ferredoxinas de anillo aromático (adhA3). En estos ensayos se incluyó como 
gen de referencia (housekeeping) el gen 16S rRNA. 










Se prosiguió con el análisis de las muestras utilizando los genes de enzimas para los que se 
obtuvo una eficiencia entre 90 - 110% y un R2 > 0,9. También se evaluó la pendiente de la 
recta que se considera confiable con los valores entre -3,58 a -3,10 (resultado no mostrado). 
 
V.2.4.4.b Cuantificación de la expresión relativa normalizada mediante RT-qPCR  
 
A continuación se presentan los niveles de expresión relativa de los genes estudiados en 
cultivos de la cepa AM y de CS-1 en medio líquido con 200 mg/L de fenantreno a las 2, 8, 
24, 72 y 96 horas durante la degradación. Los resultados fueron obtenidos mediante el 
método Delta-Delta Ct desarrollado por PE Applied Biosystems en base a la fórmula 2-
ΔΔCT, que asume una eficiencia del 100% en todas las reacciones. Los valores son 
expresados como las veces que cambia la expresión, y representan los promedios ± STD de 
dos replicas independientes y tres réplicas de medida e indican el cambio en los niveles de 
mRNA de los genes estudiados en comparación con las condiciones de control (valor de 1).  
Con el objetivo de observar la posible formación de dímeros de primers u otros ensamblados 
oligoméricos, y evaluar la especificidad de los fragmentos amplificados se realizaron curvas 




ahdA1b Large subunit naph/bph dioxygenase 1000 0,008
ahdA1c Large subunit toluate/benzoate dioxygenase 104 0,95
ahdA1d  Large subunit toluate/benzoate dioxygenase 108 0,95
ahdA1e No dio producto - -
ahdA1f  Large subunit naphthalene/biphenyl dioxygenase 99 0,98
ahdA3 Ferredoxin and ring-hydroxylating dioxygenases 97,1 0,97
ahdA4 Ferredoxin reductase 562,2 0,38
adhB Dihydrodiol dehydrogenase 100 0,99
ahdC 2,3-dihydroxybiphenyl 1,2-dioxygenase 99,2 0,97
catA No dio producto - -
nahD No dio producto - -
orf781_19 TetR 123,4 0,77
xylE Catechol 2,3-dioxygenase 104 0,99
xylX No dio producto - -
16S rRNA - 102,3 0,99




de desnaturalización luego de finalizar el programa de amplificación para todos los ensayos 
realizados. No se evidenció la presencia de productos inespecíficos para ninguno de los 
genes. 
En la figura V.23 se ubican los primers de acuerdo al paso de la ruta que cataliza la enzima 
a la que se dirigen. 
 
Figura V.23. Se muestran los primers utilizados en RT-qPCR, ubicados en el paso en que actúa la 
enzima a la que se dirigen en la ruta de degradación de fenantreno propuesta. 
 
 




La figura V.24 a-g muestra los valores relativos de la expresión de los siete genes de la ruta 
de degradación de fenantreno en la cepa AM, a las 2, 8, 24, 72 y 96 horas durante la 
degradación, determinada por análisis de RT-qPCR en los dos cultivos analizados. En cada 
gráfico se muestra la expresión de cada gen en referencia a la expresión a las 2 horas de 
cada cultivo, para el cultivo de la cepa AM (barras amarillas) y para el cultivo de CS-1 
(barras violetas). 
La Figura V.24 a muestra la expresión génica de ahdA1f, gen que codifica la subunidad 
mayor naftaleno/bifenil dioxigenasa, una enzima que podría participar de los pasos 1 y 3 de 
la ruta. Para el gen ahdA1f se observa que tanto en AM como en CS-1 la expresión se 
mantiene a niveles constantes y cercanos al tiempo de referencia (2 horas), sin mostrar 
diferencias significativas a los diferentes tiempos durante la degradación de fenantreno. 
Tampoco se observaron diferencias significativas en la expresión de ahdA1f entre AM y CS-
1 a los diferentes tiempos.  
En la Figura V.24 b, se muestra la expresión génica de ahdC, gen que codifica la enzima 
2,3-dihidroxibifenil 1,2-dioxigenasa que actuaría en los pasos 1, 3 y 7 de la ruta de 
degradación de fenantreno, atacando tanto al fenantreno, como al intermediario AHN por la 
vía del orto clivaje. Para el gen ahdC se observa que en AM la expresión se mantiene a 
niveles constantes y cercanos al tiempo de 2 horas, sin mostrar diferencias significativas a 
los diferentes tiempos de incubación. En el cultivo de CS-1 se observan niveles 
significativamente (P<0.05) más bajos de expresión a todos los tiempos con respecto a las 2 
horas. Adicionalmente se pueden observar diferencias significativas (P<0.05) en la 
expresión de ahdC entre AM y CS-1 a las 96 horas, existiendo una menor expresión en el 
consorcio.  
En la Figura V.24 c, se muestra la expresión génica de ahdA3, gen que codifica una 
dioxigenasa hidroxilante de anillo aromático junto a la ferredoxina, enzima que participaría 
en diferentes pasos de la ruta como 1, 3, 10, 15, 19, 21, atacando compuestos tanto de la 
vía superior como inferior. En AM el gen ahdA3 se mantiene a niveles constantes y cercanos 
al tiempo de referencia (2 horas), sin mostrar diferencias significativas a los diferentes 
tiempos durante la degradación de fenantreno. El cultivo de CS-1 presentó menores niveles 
de expresión en todos los tiempos con respecto a las 2 horas. Sin embargo no se 




















































































































































































































































































Figura V.24. Nivel de expresión de genes claves regulados durante la degradación de fenantreno en 
cultivos de AM y CS-1 (a: ahdA1f, b: ahdC, c: ahdA3, d: ahdB, e: ahdA1c, f: ahdA1d y g: XylE). Los 
valores son expresados como las veces que cambia la expresión, y representan los promedios ± STD 
de dos replicas independientes y tres réplicas de medida e indican el cambio en los niveles de mRNA 
de los genes estudiados en comparación con las condiciones de control (valor de 1). La diferencia 
significativa de la expresión génica entre las condiciones (diferentes tiempos) del mismo cultivo (AM o 
CS-1) se muestran con letras diferentes (a, b, c y d) y la diferencia significativa entre cultivos (AM y 
CS-1) para cada tiempo se muestra con asterisco (*) y fueron determinadas por el test de Student’s 
usando un valor P de ± 0.05 como corte (ANOVA two-ways, Tukey test). 
 
En la Figura V.24 d, se muestra la expresión génica de ahdB, gen que codifica para la 
enzima dihidrodiol-deshidrogenasa, que puede actuar en los pasos 2 y 11 de la ruta.  
En el cultivo de AM se observa que el gen ahdB se encuentra sobreexpresado 
significativamente (P<0.05) a las 72 y 96 horas con respecto a las 2 y 8 horas.  
En CS-1, se observó una sobreexpresión significativa (P<0.05) del gen ahdB a las 8 y 72 
horas con respecto a las 24 y 96 horas. La expresión de ahdB fue significativamente menor 
(P<0.05) en los cultivos de CS-1 a las 8 y 96 horas en relación con AM. 
En la Figura V.24 e, se muestra la expresión génica de ahdA1c, gen que codifica la 
subunidad mayor toluato/benzoato dioxigenasa, una enzima que podría participar en el paso 
10 y 21 de la ruta. Tanto en los cultivos de AM como en los de CS-1, el gen ahdC se 
mantiene a niveles constantes y cercanos al tiempo de referencia, sin mostrar diferencias 
significativas a los diferentes tiempos de incubación. 
Sin embargo, en CS-1 existe una reducción significativa (P<0.05) en el nivel de expresión 
con respecto a AM a las 96 horas. 
En la Figura V.24 f, se muestra la expresión génica de ahdA1d, gen que codifica para la 









































fue clasificada en RHObase como clase C, indicando que podría actuar en los pasos 10, 19 
y 21 de la ruta. En AM el gen ahdA1d se mantiene a niveles constantes y cercanos al tiempo 
de referencia, sin mostrar diferencias significativas a los diferentes tiempos durante la 
degradación de fenantreno. El cultivo de CS-1 presentó menores niveles de expresión a las 
8, 72 y 96 horas en relación con las 2 horas. Sin embargo no se observaron diferencias 
significativas en la expresión de ahdA1d entre AM y CS-1 a los diferentes tiempos. 
En la Figura V.24 g, se muestra la expresión génica de XylE, gen que codifica para la 
enzima catecol 2,3-dioxigenasa y que puede actuar en el paso 23 de la ruta.  
En AM el gen XylE, se sobreexpresó significativamente (P<0.05) a las 72 con respecto a 
todos los otros tiempos de incubación. El cultivo de CS-1 la expresión del gen XylE se 
mantiene a niveles constantes y cercanos a las 2 horas, sin mostrar diferencias significativas 
a los diferentes tiempos. La expresión de XylE fue significativamente menor (P<0.05) en los 
cultivos de CS-1 a las 24, 72 y 96 horas en relación con AM. 
Las diferencias encontradas en los genes muestran que la expresión de AM se modula de 
forma distinta cuando se encuentra dentro del consorcio CS-1, en relación con el cultivo de 
la cepa pura. Las enzimas en el cultivo de AM se encuentran expresadas desde las 2 horas, 
y en la mayoría de los genes no se producen cambios significativos hasta el final del ensayo. 
En el cultivo de CS-1, a las 96 horas, cuando no hay más fenantreno ni AHN (Figura V.15), 
la expresión de los genes ahdC, ahdB, ahdA1c y XylE se encuentra reducida con respecto al 
cultivo de AM. 
En AM se observa que la expresión de XylE, se encuentra sobreexpresada a partir de las 24 
horas de incubación, mientras que en CS-1 se encuentra sobrexpresada con respecto a AM 
desde las 24h de incubación. Esto estaría indicando que en el CS-1, la cepa AM tendría una 
menor participación en la vía baja de degradación de fenantreno, donde el resto de las 
cepas que conforman el consorcio actuarían de forma más activa. 
 






El estudio de comunidades sintéticas construidas con bacterias degradadoras y de su 
potencial para degradar los PAH en condiciones de laboratorio podría facilitar la utilización 
de ese recurso biológico en la remediación de sitios que han sido contaminados con PAH. 
Las comunidades microbianas sintéticas aportan una relativa reducción en la complejidad 
frente a comunidades ambientales, creando un sistema más manejable para determinar 
intercambios metabólicos (Großkopf y Soyer, 2014; Song, 2014). Las comunidades 
construidas con aislamientos del mismo entorno maximizan el parecido con la comunidad 
natural y preservan las interacciones indígenas formadas por la coadaptación / evolución 
(Stadie y col., 2013).  
La interacción entre diferentes genotipos microbianos puede crear dinámicas complejas y 
promover propiedades inesperadas a nivel comunitario. Esta complejidad ha inspirado la 
disciplina de la ecología microbiana sintética. La ecología microbiana sintética se centra en 
el diseño, la construcción y el análisis del comportamiento dinámico de los "circuitos 
ecológicos" (es decir, un conjunto de genotipos microbianos interactivos) y la comprensión 
de cómo surgen las características (funciones) a nivel de la comunidad como consecuencia 
de esas interacciones (Dolinšek y col., 2016).  
Aún los consorcios microbianos sintéticos compuestos de múltiples especies pueden 
presentar interacciones complicadas debido a sus estructuras ecológicas, por lo que 
estudiar las interacciones entre los miembros, así como la estabilidad y la adaptabilidad, son 
claves para abrir la puerta a la comprensión de su funcionamiento (Jia y col., 2016). 
Este capítulo, tuvo como objetivo diseñar consorcios sintéticos combinando todas las cepas 
aisladas a partir del consorcio natural CON, y la cepa exógena 20006FA, ya caracterizada 
en el capítulo IV, intentando establecer la contribución de cada cepa al proceso total de 
degradación de fenantreno y estudiando el potencial de degradación de los distintos 
consorcios, a fin de seleccionar los más eficientes para ser utilizados como inoculantes en 
procesos de biorremediación en suelo. 
Nuestro enfoque conecta el conocimiento genómico y fisiológico al considerar la 
organización del genoma, las reacciones bioquímicas catalizadas por enzimas codificadas 
por sus genes y estudios en cultivo. 
Como primer paso se realizaron esfuerzos para aislar todos los miembros del consorcio 
natural CON. De los dos nuevos aislados que pudieron obtenerse en este trabajo, Inquilinus 
limosus (I) y Burkholderia sp. (Bk) (Tabla V.3), sólo Bk mostró una degradación eficiente de 
fenantreno y otros PAH en cultivo puro (Tabla V.4 y V.7). La capacidad de las 
Betaproteobacteria del orden Burkholderiales de degradar compuestos aromáticos ha sido 
ampliamente reportada (Ponomarova y Kiran, 2015; Ohtsubo y col. 2015; Ghevariya y col., 




2011) y resulta un rasgo alentador para el posible uso de estas cepas en la limpieza de los 
sitios contaminados (Andreolli y col. 2011). La cepa I no degradó ninguno de los PAH 
estudiados. Si bien no se conocen hasta el momento bacterias del orden Inquilinus 
degradadoras, la cepa I mostró degradación de los intermediarios AHN, catecol y 2,3-
dihidroxibifenilo (Tablas V.4 y V.6).  
Por la secuenciación completa de los genomas, ahora es posible inferir el comportamiento 
de los microorganismos asociados con la eliminación de contaminantes en más detalle 
(Buermans y den Dunnen, 2014; Nierman y Nelson, 2002). Este análisis ofrece una mejor 
visión general de la base genética del catabolismo bacteriano de compuestos aromáticos 
(Pérez Pantoja, 2010). Cuando se trabajó en la identificación in silico de genes codificantes 
relacionados con las vías de degradación de PAH en los genomas de las 5 cepas aisladas 
del CON se encontraron genes de enzimas que pueden participar en los diferentes pasos de 
la vía superior e inferior de la degradación de fenantreno (Tablas V.10, V.11, V.12, V.13, 
V.14 y V.15). En Bk y AM, las únicas cepas donde se observó degradación en fenantreno y 
otros PAH en cultivos puros (Tablas V.4, V.6 y V.7), se halló el mayor número de copias de 
enzimas dioxigenasas iniciales (Tabla V.10, V.15, V.16 y V.26). 
En el genoma de la cepa Bk se encontraron 104 CDS (Tabla V.15) que podrían participar de 
forma activa en la degradación de fenantreno. La comparación entre el genoma de Bk y el 
scaffold S1P3 de la biblioteca metagenómica funcional preparada por Festa y col. (2017) 
resultó en una alta similitud con la secuencia genómica del scaffold 22 de Bk (Figura V.8). El 
scaffold 22, que se encuentra flanqueado por elementos móviles y conjugativos, mostró alta 
identidad con una región del genoma de la cepa Burkholderia sp. HB-1 y con una región 
codificante completa con los genes degradadores de dibenzotiofeno (dbtC) de Burkholderia 
sp. DBT1 (Número de acceso a Genbank: AF404408.2) que codifican las EXDO implicadas 
en la degradación de dibenzotiofeno (Di Gregorio y col., 2004). La cepa DBT1, aislada 
inicialmente en dibenzotiofeno como única fuente de carbono, se ha demostrado que 
degrada fenantreno y otros PAH (Andreolli y col., 2011), lo que sugiere que sus 
dioxigenasas podrían oxidar estos hidrocarburos, siendo una candidata potencialmente 
explotable en la biorremediación. El scaffold 25 de Bk reveló alta identidad con el clúster de 
genes phn (genes para el catabolismo de hidrocarburos policíclicos aromáticos que se 
transcriben en presencia de naftaleno o fenantreno), de la cepa Burkholderia sp. RP007 
(Laurie y Lloyd-Jones, 1999). Este clúster codifica las subunidades alfa y beta de la proteína 
de 2Fe-2S de una dioxigenasa inicial de PAH, la dihidrodiol deshidrogenasa (phnB) y una 
inusual extradiol dioxigenasa (phnC). Corriente arriba de los genes catabólicos phn hay dos 
genes reguladores putativos, phnR y phnS. La homología de secuencia sugiere que phnS es 
un activador transcripcional de tipo LysR y que phnR un regulador transctripcional positivo. 
Además, experimentos de RT-qPCR sugieren que este grupo de genes se expresan 




coordinadamente y bajo control regulatorio que puede implicar a PhnR y PhnS (Laurie y 
Lloyd-Jones, 1999).  
El análisis de comparación de genomas reflejó una alta similitud entre las cepas AM y 
20006FA (Figura V.9), quienes poseen muchos genes y con un elevado número de CDS 
que codifican para las vías de degradación de PAH y alifáticos (Tablas IV.5, V.10, IV.S1 y 
V.S1). En AM, y como ya se mencionó en el capítulo IV para 20006FA, se encontraron 
muchas enzimas dioxigenasas, monooxigenasas, ferredoxinas y reguladores 
transcripcionales de la degradación de PAH dispuestas en un mismo scaffold (20006FA: 
GenBank: LYMJ01000019.1 y Figura IV.5 y AM: GenBank: LRUK01000034.1 y Figura V.11). 
Sin embargo, el resto de genes que codifican para enzimas involucradas en la degradación 
de PAH se encuentran localizados en diferentes scaffolds del genoma, como ocurre en 
varias cepas pertenecientes al orden Sphingomonadales (Pinyakong y col., 2003). Como se 
señaló en el capítulo IV, el grupo Sphingomonas se adapta genéticamente a diferentes 
condiciones ambientales (Waigi y col., 2015; Madueño y col., 2011) y tienen la capacidad de 
degradar una amplia gama de compuestos naturales y xenobióticos (Zhao y col., 2015; Vila 
y col., 2015; Stolz, 2009). 
En la construcción del árbol filogenético para estudiar la relación filogenética de las enzimas 
dioxigenasas pertenecientes a las cepas aisladas de CON, se observaron dos ramas 
principales (Figura V.10). Una de las ramas agrupó 5 clados de enzimas dioxigenasas que 
clasificaron dentro de la clase RHO (enzimas hidroxilantes de anillo aromático) mientras que 
la otra rama incluyó a las oxigenasas que participarían del clivaje del anillo (intradiol y 
extradiol dioxigenasas) y dioxigenasas que no pudieron ser clasificadas. Esto indicaría que 
todas las dioxigenasas RHO caracterizadas del consorcio pertenecen a un solo linaje 
evolutivo (Mallick y col. 2011). Se han realizado varios intentos para clasificar estas 
oxigenasas en términos de número de componentes y naturaleza de sus centros redox 
(Batie y col., 1992), especificidad del sustrato (Werlen y col., 1996) y en términos de 
homología de secuencia (Nam y col., 2001). En el caso de las dioxigenasas de escisión del 
anillo, se cree que todas las intradiol dioxigenasas (INDO) pertenecen a un ancestro común 
y forman una clase distinta de proteínas (Vaillancourt y col., 2006), que en nuestro árbol 
clasificaron dentro del clado (S/C) de la otra rama. Las extradiol dioxigenasas, sin embargo, 
pertenecen a tres familias evolutivamente independientes y en nuestro estudio se pudieron 
clasificar algunas pertenecientes a EXDO I dentro de un subclado (EI, Figura V.10).  
Debido a que el potencial de una comunidad microbiana para degradar PAH es estimado 
frecuentemente a partir del análisis de los genes codificantes para la subunidad alfa de 
enzimas hidroxilantes de anillo aromático (Marcos y col., 2009; Cébron y col., 2008; Lozada 
y col., 2008) y extradiol dioxigenasas (Terrón-González, y col., 2016), nos propusimos 




estudiar en más detalle estos genes en los seis aislados bacterianos mediante las bases de 
datos RHObase (Chakraborty y col., 2014) y AromaDeg (Duarte y col., 2014).  
Las enzimas dioxigenasas y ferredoxinas (2Fe-2S) de las cepas AM, Bk y 20006FA 
clasificaron en las 4 clases propuestas por RHObase con un alto número de copias (Tablas 
V.16, V.26 y IV.6). Los resultados indicarían que las cepas AM, Bk y 20006FA son 
esenciales para el ataque inicial de fenantreno, ya que presentan en su genoma enzimas 
dioxigenasas claves (tipo A) que pueden participar en el primer paso de escisión de anillo 
aromático, como se observó en el análisis fisiológico (Tablas IV.1, IV.2 y V.4). Además son 
las únicas que contienen genes de enzimas que clasificaron en la clase C (Tablas V.16, 
V.26 y IV.6), sugiriendo que pueden catalizar la conversión de salicilato en catecol o 
gentisato en la vía baja de la degradación del fenantreno (pasos 19 y 21 de la Figura 
señalador), confirmado también en el análisis fisiológico de Bk y 20006FA (Tablas V.4 y 
IV.2). Si bien en AM y 20006FA no se observó degradación de catecol (Tabla V.6 y Figura 
V.2), las extradiol dioxigenasas clasificaron como EXDO I en AromaDeg (Tablas V.17 y 
IV.7), indicando que estas cepas degradarían el salicilato vía gentisato (Paso 19 de la Figura 
señalador). Wang y col., (2008) observaron que Cycloclasticus sp. P1 no era capaz de 
utilizar ni salicilato ni catecol como fuentes de carbono; sin embargo se confirmó la 
existencia de la vía del catecol mediante un ensayo de actividad enzimática llevada a cabo 
con lisados de células de P1 creciendo en pireno, naftaleno o fenantreno. Se postuló que 
esta vía podría ser activada por pireno, naftaleno y fenantreno pero no por el catecol. En 
base a la predicción de la regulación de los operones, Khara y col., (2014) sugirieron que la 
expresión de enzimas catabólicas de compuestos aromáticos requiere múltiples inductores. 
Las enzimas dioxigenasas de las cepas Pseudomonas sp. (T y Bc-h) clasificaron en clase A 
(Tablas V.20 y V.22), no obstante no degradaron ninguno de los PAH estudiados; aunque 
mostraron crecimiento en fenantreno (Festa y col., 2013). Para algunas Pseudomonas se 
evidenció que la exposición de estas bacterias a concentraciones de PAH del orden de 200 
mg/L, podría inhibir su capacidad de degradación (Xu y col., 2016). Un trabajo realizado por 
Cho y col. (2005) sobre los efectos de los metabolitos intermediarios en la biodegradación 
del fenantreno sugirió que cepas de Pseudomonas podrían necesitar para la degradación de 
fenantreno, la inducción por metabolitos como catecol, AHN y salicilato agregados 
exógenamente (Cho y col., 2005).  
La clasificación de las dioxigenasas y extradiol dioxigenasas de T y Bc-h, junto a las de B e 
I, indicó especificidad principalmente por compuestos bicíclicos y monocíclicos sustituídos 
(clase B y D; EXDO II y III) (Tablas V.18, V.19, V.20, V.21, V.22, V.23, V.24 y V.25), como 
se demostró también a nivel fisiológico para I, Bc-h y T que degradaron catecol y 2,3-
didroxibifenilo (Tabla V.6), por lo que tendrían participación en la vía baja de la degradación 
de fenantreno.  




La diversidad de estas enzimas es demasiado amplia para ser identificada por los enfoques 
basados sólo en la información de secuencia (Vilchez-Vargas y col., 2010). De un estudio 
que comprendió enfoques dependientes como independientes de cultivo realizado por 
Suenaga y col. (2014), empleados para investigar la diversidad genética de las enzimas 
EXDO, se sugirió que los dos enfoques podrían complementarse para comprender la 
heterogeneidad de las vías de degradación de compuestos aromáticos de bacterias aisladas 
de un entorno de lodo activado. Nuestra integración de estudios fisiológicos y genómicos de 
las EXDO nos proporcionó mayor evidencia de sus potenciales funciones.  
Cuando se comparó la cinética de degradación en fenantreno entre las cepas AM y Bk 
(Figura V.3) se observó que las dos cepas lo degradan rápidamente alcanzando valores 
remantes menores al 5% luego de 15 días de incubación. Bk acumula menos AHN (15 ± 4 
mg/L) que AM (73 ± 12 mg/L) (Figura V.4), pero está última consigue eliminar más del 98% 
del intermediario al final del ensayo, mientras que en el cultivo de Bk la concentración de 
AHN acumulado se mantiene constante hasta el día 15 (Figuras V.3, V.5 y V.18). Sin 
embargo, al observar los valores estequiométricos, y si consideramos que todo el fenantreno 
que se degrada genera AHN, en una ecuación mol a mol, parte del AHN que produjo Bk 
sería degradado a la misma velocidad con que se produce, quedando el día 15 sólo un 6,4% 
remanente del total de intermediario que podría haberse formado. Seo y col. (2007) 
encontraron en una cepa de Burkholderia sp. C3 una acumulación constante de AHN en 
medios suplementados con 40 mg/L de fenantreno, durante 14 días, y los cultivos de esa 
cepa en AHN (200 mg/L) como sustrato mostraron también una lenta degradación. En 
cambio en AM a tiempos iniciales, la velocidad de producción del AHN es mayor que su 
velocidad de degradación (Figura V.16), esta relación de velocidades se invierte luego de 4 
días sugiriendo un «switch» regulatorio.  
Como el AHN se acumuló durante la degradación de fenantreno, y como ya expusimos en el 
capítulo IV, este metabolito interfiere en el proceso de biorremediación, se estudió a nivel 
genómico y fisiológico el potencial de las cepas para degradarlo. Las secuencias homólogas 
de genes de las enzimas dioxigenasas y salicilato hidroxilasa que podrían atacar el AHN por 
orto o meta clivaje (pasos 7 y 14 de la figura V.12), sólo se encontraron en los genomas de 
las cepas AM, Bk, Bc-h, I y 20006FA (Figura V.12), sin embargo en cultivos puros sólo AM, I 
y 20006FA mostraron degradación del intermediario (Tablas IV.2 y V.4). Como ya se 
mencionó en el capítulo IV, la enzima salicilato 1-hidroxilasa que posee sitio Rieske no hemo 
ha sido poco estudiada hasta ahora (Jouanneau y col., 2007; Pinyakong y col., 2003), pero 
su gran abundancia y diversidad encontrada en una biblioteca metagenómica construida a 
partir de un suelo contaminado con combustible, indica su importancia para la degradación 
aromática (Duarte y col., 2017).  




Los resultados encontrados de los análisis fisiológicos y genómicos en el presente trabajo 
sugieren que en las cepas Bk, B y Bc-h la inducción de las enzimas necesarias para la 
degradación de AHN podría atribuirse al fenantreno o que la incapacidad de las cepas de 
degradar el intermediario es debido a que el sustrato exógeno no puede ingresar a la célula 
(Balashova y col., 1999). En otros trabajos se ha demostrado que cepas de Burkholderia sp. 
no son capaces de crecer a partir de AHN exógeno, y producen la acumulación de AHN 
cuando crecen en presencia de fenantreno (Puntus y col., 2008; Balashova y col., 1999), lo 
que podría indicar la existencia de mecanismos regulatorios no conocidos. Por otro lado, se 
reportaron algunos estudios que demuestran que las Pseudomonas crecen en AHN (Lin y 
col., 2014; Balashova y col. 2001). Resultados diferentes a los nuestros fueron encontrados 
por Cho y col. (2005) donde para la degradación de PAH, al utilizar como inductores 
metabolitos de la degradación de fenantreno, las cepas de Pseudomonas putida ATCC 
17484 y Burkholderia cepacia PB12 fueron capaces de utilizar AHN como única fuente de 
carbono (Cho y col., 2005).  
Un factor que debe tenerse en cuenta al diseñar consorcios microbianos son los 
mecanismos de transporte (Pieper y Reineke, 2000). Dado que los compuestos xenobióticos 
son generalmente transportados por sistemas especializados (Pao y col., 1998), una 
saturación de dicho transportador podría ser la causa de una inhibición de la captación de 
AHN por el citoplasma. Se conoce poco sobre como los PAH atraviesan las membranas 
bacterianas para alcanzar las enzimas catabólicas presentes en el citoplasma, los 
mecanismos descritos incluyen tanto difusión pasiva como una captación dependiente de 
energía que se activaría durante el crecimiento con PAH como única fuente de carbono 
(Neher y Lueking, 2009). En los genomas de todas las cepas se encontraron diferentes tipos 
de transportadores como ABC y genes de la familia OmpW, que podrían cumplir alguna de 
estas funciones. De todos modos, deberían realizarse estudios específicos de los procesos 
moleculares implicados en el transporte microbiano transmembrana de hidrocarburos, ya 
que existen investigaciones limitadas sobre el mismo (Wang y col., 2018; Hua y Wang, 
2014).  
Para la cepa B no pudimos establecer la degradación de ningún compuesto de la vía, no 
obstante, junto a la cepa T, presentaron alfa hemólisis en agar sangre, sugiriendo la 
producción de compuestos con actividad surfactante (Festa y col., 2013). Los 
biosurfactantes producidos extracelularmente o como parte de la membrana celular por 
diferentes microorganismos incluyen ramnolípidos, surfactina, lipopéptidos, etc. (Mulligan, 
2005). Estos ayudan en la formación de micelas en presencia de contaminantes hidrofóbicos 
y aumentan su movilidad, biodisponibilidad y exposición a bacterias, favoreciendo la 
biodegradación de hidrocarburos (Bezza y Nkhalambayausi Chirwa, 2016; Souza y col., 
2014). Hua y col., (2010) demostraron que los exopolisacáridos excretados por una cepa de 




la familia Enterobacteriaceae, (a la que pertenece nuestra cepa B), presentaba actividad 
bioemulsificadora, aumentando la solubilidad en agua del hexadecano. También, el género 
Pseudomonas fue previamente reportado por su capacidad de producir biosurfactantes en 
medios con hidrocarburos (Thavasi y col., 2011; Prabhu y Phale, 2003; Deziel y col., 1996). 
Si bien I degradó intermediarios de la vía (Tablas V.4 y V.6), también podría generar 
biosurfactantes como se reportó en cepas de Inquilinus limosus KB3 que fueron capaces de 
formar emulsiones con varios hidrocarburos, mejorando la recuperación del petróleo 
(Ponomarova y Patil, 2015). 
Se construyó un gráfico computacional con la información contenida en el genoma de todas 
las cepas aisladas que conforman los consorcios sintéticos (Figura V.12). La biología in 
silico se está aplicando progresivamente en el campo de la biorremediación (Khara y col., 
2014; Chakraborty y col., 2012; Kweon y col., 2010). Se espera que los métodos biológicos, 
analíticos y computacionales emergentes pueden predecir la actividad de los 
microorganismos implicados en la biodegradación, y proporcionar una mejor comprensión 
predictiva de la dinámica de la comunidad microbiana y de propiedades de orden superior 
(Henson y Hanly, 2014). El análisis computacional nos permitió inferir un conjunto activo de 
reacciones mediadas por las diferentes cepas aisladas y la construcción de una red 
metabólica específica de la degradación de fenantreno que se correlaciona 
significativamente bien con los resultados fisiológicos experimentales (Figura V.12, Tablas 
V.4 y V.6). Esta red indica que las poblaciones responsables del ataque inicial al fenantreno 
podrían ser las cepas Bk y AM, mientras que las cepas I, T y Bc-h intervendrían 
posteriormente. A nivel de la vía baja es cuando se observa la mayor redundancia funcional 
entre las poblaciones del consorcio (Figura V.12). La redundancia funcional se basa en la 
observación de que algunas especies realizan funciones similares en comunidades y 
ecosistemas, y por lo tanto pueden ser sustituibles con poco impacto en los procesos del 
ecosistema (Rosenfeld, 2002; Lawton y Brown 1993). La redundancia funcional de especies 
es considerada necesaria para asegurar la resiliencia a la perturbación del ambiente 
(Briones y Raskin, 2003; Rosenfeld, 2002). Esto podría explicar en parte la coexistencia de 
las cepas I, T, B y Bc-h en CON, ya que podrían actuar alternativamente en la degradación 
de compuestos de la vía baja de degradación en función de los cambios producidos en el 
ecosistema. 
El diseño in silico de consorcios sintéticos beneficia en gran medida la expansión del 
conocimiento del metabolismo microbiano y la anotación de genes funcionales, lo que, a su 
vez, facilita la integración de conjuntos de datos ómicos, cinéticos y fisiológicos para una 
mejor predicción de su comportamiento (Lindeman y col., 2016). 
En un ensamblaje simple de dos genotipos microbianos pueden existir dinámicas 
sorprendentemente complejas e inesperadas, que resultan en funcionalidades y 




comportamientos comunitarios (p. Ej., robustez, resiliencia, complementariedad, facilitación, 
competencia y antagonismo) que podrían no esperarse fácilmente al analizar cada genotipo 
por separado. La comprensión de las reglas y principios que rigen la dinámica y las 
funcionalidades emergentes de los ensamblajes microbianos está en su infancia (Dolinšek y 
col., 2016).  
La estabilización de comunidades microbianas para su uso en biorremediación puede tener 
claras ventajas sobre el uso de cultivos puros (Marshall y col., 2013; de-Bashan y col., 2011; 
Kleerebezem y van Loosdrecht, 2007; Rodríguez y col., 2006). Tales ventajas son: (i) mayor 
capacidad de adaptación (un conjunto más grande de genes permite que se realicen 
diferentes procesos dependiendo de las condiciones ambientales); (ii) mayor robustez del 
proceso; (iii) realización de tareas complicadas (división del trabajo y modularidad 
metabólica que permiten que ocurran varios procesos en un solo cultivo); y (iv) el control de 
las interacciones permite la regulación del proceso (Perez-Garcia y col., 2016). 
Dado que para una biorremediación eficiente es esencial estudiar la capacidad de los 
microorganismos de degradar los PAH, conocer los metabolitos que podrían acumularse, 
para que otras cepas capaces de degradar esos compuestos puedan agregarse si es 
necesario (Zhao y col. 2008) y comprender las diferentes asociaciones que pueden 
generarse entre las distintas especies, se utilizaron combinaciones de todas las cepas 
aisladas de CON y la cepa exógena a este, 20006FA y se construyeron y cultivaron 
diferentes consorcios sintéticos (Figura V.13). Sólo aquellos consorcios que incluían alguna 
de las cepas degradadoras, AM, Bk y 20006FA, fueron capaces de degradar fenantreno 
(Figura V.29), por este motivo se continuó con el análisis de los consorcios CS-1, CS-2, CS-
3 y CS-4.  
Los cuatro consorcios microbianos sintéticos aceleraron la degradación de fenantreno, 
alcanzando una eliminación mayor al 99% el día 7 de incubación (Figura V.15), 
significativamente superior a la obtenida por CON (65%) (Figura V.16), CON-I (51%) (Figura 
V.18) y los cultivos individuales de las cepas degradadoras AM (88%), Bk (97%) (Figuras 
V.6, V17 y V.18) y 20006FA (92%) (Tabla IV.1 y Figura V.18), demostrando la existencia de 
relaciones sinérgicas entre sus integrantes. Este tipo de comportamiento se ha observado 
en cultivos mixtos definidos que mostraron degradación significativamente superior que los 
aislados individuales (Wanapaisan y col., 2018). En general, pueden ocurrir tres tipos 
distintos de cooperación entre los miembros del consorcio bacteriano durante la degradación 
de contaminantes orgánicos: deficiencia metabólica, asociación metabólica y desintoxicación 
de metabolitos (Barreiros y col., 2003). En la deficiencia metabólica, el organismo 
degradante tiene requisitos nutricionales específicos, necesarios para promover o aumentar 
la degradación, que son proporcionados por cepas secundarias. La asociación metabólica 
se caracteriza por la alimentación cruzada de metabolitos de la ruta de degradación dentro 




de los miembros del consorcio; esta es la forma más común de cooperación, y se pueden 
encontrar numerosos ejemplos (Carvalho y col., 2002; De Souza y col., 1998; Arfmann y 
col., 1997; Chaudhry y Chapalamadugu, 1991). La desintoxicación de metabolitos, que 
puede considerarse un caso particular de asociación metabólica, implica la producción de un 
metabolito tóxico y / o inhibidor por el organismo degradante y su consumo por cepas 
secundarias. Aunque las interacciones entre especies en cultivos definidos mixtos aún no se 
comprenden por completo, es claro que la asociación metabólica y la desintoxicación 
imponen la interdependencia entre los miembros del consorcio.  
Al observar la cinética de acumulación de AHN, en los CS-1 (Figura V.15) y CS-4 (Figura 
V.15), vemos que durante los primeros 4 días de incubación ambos consorcios muestran un 
patrón de acumulación que se asemeja al de la cepa AM, con una mayor velocidad de 
producción inicial, y una posterior degradación. Teniendo en cuenta la composición de CS-1, 
donde la única cepa con capacidad de generar la ruptura inicial es la AM (Tabla V.4 y Figura 
V.12), podríamos inferir que la cepa AM participaría de los primeros pasos de la ruta. Por 
otro lado, la menor concentración de AHN alcanzada en CS-1 con respecto a AM y el hecho 
de que la etapa de degradación rápida del AHN comience tempranamente en el consorcio 
sintético (Figura V.15), indicaría un efecto sinérgico donde el resto de las cepas que 
conforman el consorcio (Bc-h, B, T e I) estarían participando de la degradación de 
metabolitos de la vía baja. Este resultado también se corroboró mediante el ensayo de RT-
qPCR, que mostró en CS-1 reducción significativa (P<0.05) de la expresión de los genes 
XylE y adhA1c, que actúan en la vía baja de la degradación de fenantreno, con respecto a la 
cepa AM (Figura V.24 e y g). Esto estaría demostrando que cuando forma parte del 
consorcio la cepa AM tendría una menor participación en la vía baja de degradación.  
En el CS-4 existen dos candidatos para iniciar la ruptura inicial de fenantreno y por lo tanto 
podrían competir entre sí, las cepas AM y Bk (Tabla V.4 y Figura V.12). El principio de 
exclusión competitiva establece que dos especies no pueden ocupar un mismo nicho 
ecológico en el mismo hábitat al mismo tiempo (Harper y col., 1961), sin embargo 
oscilaciones temporales en la disponibilidad de recursos, entre otras dinámicas ambientales, 
puede crear nuevos nichos que permitan la coexistencia; si las condiciones oscilan con el 
tiempo, entonces ningún genotipo puede ser capaz de desplazar completamente al otro 
(Dolinšek y col., 2016). El patrón de acumulación y degradación del AHN observado en CS-4 
(Figura V.15) y el hecho de que en los perfiles de DGGE (Figura V.22) la banda 
correspondiente a la cepa Bk sea visiblemente predominante después de los 4 días de 
incubación, sugiere que sería la cepa AM la que ganaría la competencia, ocupando el nicho 
correspondiente a la ruptura inicial del fenantreno, mientras que la cepa Bk se establecería 
en función de la aparición de otros nichos (productos de degradación). Este efecto de 
coexistencia entre las especies de Sphingomonas y Burkholderias fue también observado en 




CON-I (Capítulo IV) y por otros autores (Festa y col., 2017; Willsey y Wargo., 2015; Arfmann 
y col., 1997).  
Luego de los 8 días de incubación CS-4 muestra una concentración de AHN que permanece 
constante hasta el final del ensayo, lo que se asemeja al patrón de degradación de AHN de 
la cepa Bk y al del consorcio natural CON (Figura V.17). La aparición de una banda intensa 
que correspondería a Bk en el perfil de DGGE de CS-4 a este mismo tiempo (Figura V.22), 
podría estar indicando un establecimiento de la cepa en función de algún metabolito 
intermedio (ya que en el medio ya no hay fenantreno). Zelezniak y col. (2015) mostraron que 
los intercambios metabólicos entre especies están muy extendidos en comunidades 
naturales, y que tales intercambios pueden proporcionar ventajas a un grupo bacteriano bajo 
condiciones pobres en nutrientes. Sus resultados destacan las dependencias metabólicas 
como un importante impulsor de co-ocurrencia de especies (Zelezniak y col., 2015).  
Estos resultados sugieren un efecto de competencia entre el resto de las cepas del CS-4 (B, 
Bc-h, T e I) y Bk, que provoca una disminución del efecto sinérgico observado en CS-1, 
provocando la acumulación del AHN. Se ha establecido que los fenómeno de antagonismo y 
competencia podrían causar un impacto negativo sobre la capacidad degradadora de un 
contaminante (Fuentes y col., 2013).  
El efecto de competencia o interacción negativa que se observa entre Bk con el resto de las 
cepas de CS-4, también podría estar ocurriendo en CON, que mostró un comportamiento 
semejante en la acumulación de AHN (Figura V.17). A diferencia de los consorcios 
sintéticos, y probablemente debido a la existencia de otras especies no aisladas, cuando 
aumenta la concentración de AHN todavía hay una concentración importante de fenantreno 
en el medio (Figuras IV.9 y V.18), por lo que podría ocasionar una nueva competencia, bajo 
condiciones ambientales distintas, que podría originar el desplazamiento de la cepa AM 
(colonias amarillas) (Figura IV.12).  
En el CS-3 que contiene a la cepa exógena 20006FA, se observó un retraso inicial en la 
degradación de fenantreno hasta el día 2 (Figura V.15 y V.19), y una mayor acumulación de 
AHN, con respecto a CS-1 y CS-2 (Figuras V.17), lo que pone en evidencia, una diferencia 
de interacción de la cepa exógena con las otras especies del consorcio ya que esta 
inhibición no se genera cuando 20006FA no forma parte del CS. Si bien en el CS-2 
(constituido por las dos cepas correspondientes al orden Sphingomonadales, AM y 
20006FA) se observó una degradación inicial, a las pocas horas ocurre una detención en la 
degradación hasta el día 2, a partir de donde se manifestó la acumulación de AHN (Figura 
V.15). Este retraso coincide con el comportamiento observado en suelos inoculados con 
20006FA donde se infirió que la pausa en la degradación de fenantreno se debió 
principalmente a la acumulación de metabolitos y no a una falta de biodisponibilidad del 
hidrocarburo (Coppotelli y col., 2008). No obstante, CS-2 y CS-3 acumulan menos AHN que 




el cultivo de las cepas puras (Tabla IV.1 y V.17), y esta acumulación ocurre luego del día 2, 
demostrando que no sería el AHN el metabolito que determinaría esta fase de retraso. 
A pesar de que las cepas de la familia Sphingomonadaceae (AM y 20006FA) están 
estrechamente relacionadas (Figura V.9), tienen una cinética de degradación diferente 
(Figura V.S3). En 20006FA se observa una pausa en la degradación entre las 48 y las 72 
horas de incubación, lo que podría estar demostrando una diferencia a nivel regulatorio 
entre las dos cepas. Por otro lado, que en CS-3 no haya degradación durante las primeras 
48 horas indicaría que las cepas interaccionan de manera distinta con las otras especies 
presentes en los consorcios sintéticos, ya que se observaron claras diferencias en cuanto a 
la degradación de fenantreno y acumulación de AHN (Figuras V.16, V17, V19), y recuento 
de bacterias heterótrofas, donde CS-3 alcanzó el valor más altos de UFC, mientras que CS-
1 alcanzó el más bajo, luego de los 15 días (Figura V.19).  
En el diseño de consorcios sintéticos, a menudo la falta de adaptación de las poblaciones 
alóctonas puede poner en peligro su supervivencia (Dejonghe y col., 2001; Kästner, 2000). 
Es por eso que la selección de poblaciones que ya estén pre-adaptadas a funcionar en 
conjunto resulta esencial para minimizar las interacciones ecológicas que podrían interferir 
en su funcionamiento.  
Los microorganismos pueden utilizar y secretar una gran cantidad de metabolitos; esta red 
plástica se adapta y regula fácilmente en respuesta a los nutrientes (Ponomarova y Patil, 
2015), por ejemplo, para optimizar la asignación de recursos (Jenna y col., 2015; Xavier y 
col. 2011), pero también en respuesta a señales de otros microorganismos (Estrela y col. 
2015), de tipo químico (Jarosz y col., 2014). La respuesta transcripcional puede deberse a 
adaptaciones metabólicas a otros miembros de la comunidad (Liu y col., 2011). Los 
microorganismos se afectan entre sí a través de su tasa de crecimiento, su metabolismo o 
por medio de la señalización mediada por moléculas (Haruta y col., 2009). La regulación de 
genes por QS (del inglés quorum sensing) produce fenotipos que le otorgan a la población 
bacteriana una ventaja competitiva como por ejemplo, la formación de biofilm, la 
patogenicidad, (Case y col., 2008), el acceso a nutrientes, o nichos específicos, la defensa 
colectiva contra otros organismos, producción de pigmentos o antibióticos (Williams, 2007). 
Debido a que la degradación de todos los consorcios sintéticos fue mayor que la del 
consorcio natural CON (Figuras V.17 y V.18) y el consorcio inoculado CON-I (Figura V.18), 
los resultados obtenidos en estos ensayos estarían indicando que la degradación de 
fenantreno en los consorcios sintéticos se produce a través de interacciones sintróficas, y 
que en CON y CON-I podrían estar ocurriendo interacciones antagónicas con las 
poblaciones no cultivables que disminuyen la eficiencia de degradación. 




En CON-I los resultados podrían sugerir la presencia de interacciones positivas (que 
permiten la eliminación de metabolitos intermedios, ya que no se observó AHN) pero 
también interacciones negativas (que provocan una menor degradación de fenantreno en 
comparación con los CS y los cultivos de las cepas puras) entre todas las poblaciones 
bacterianas presentes en el consorcio.  
Los resultados obtenidos a partir de los consorcios sintéticos demostraron las ventajas que 
este tipo de consorcios poseen frente a las poblaciones individuales e incluso frente al 
consorcio natural (a partir del que fueron aisladas sus cepas constituyentes) en la 
biodegradación de contaminantes complejos y remarcan la importancia que tienen en su 
funcionamiento las interacciones que se dan entre sus miembros.  
La selección de microorganismos para la construcción de los consorcios resultó fundamental 
para la optimización de su eficiencia de degradación. De los consorcios estudiados el CS-1 

















VI. Conclusiones Generales y perspectivas 
 
VI.1 Conclusiones Generales 
 
La vía metabólica del fenantreno en S. paucimobilis 20006FA se elucidó usando una 
combinación de genómica y proteómica, cuyos resultados fueron posteriormente verificados 
por estudios fisiológicos. Pudimos confirmar la información predictiva obtenida mediante el 
análisis del genoma y elucidar la ruta metabólica utilizada por la bacteria que podría 
adaptarse bien a los ambientes contaminados del suelo ya que tiene activas las dos rutas de 
degradación (vías de salicilato y protocatecuato). 
 
La inoculación de una cepa degradadora logró, aumentar el potencial degradador del 
consorcio natural CON y mejorar la eficiencia de degradación, aumentando la velocidad de 
degradación, sin la acumulación de AHN que resulta tóxico para los procesos de 
biorremediación. La cepa logró su establecimiento dentro de la comunidad adaptándose a la 
misma, lo que fue corroborado por los perfiles proteómicos y de DGGE de CON-I tanto en 
fenantreno como en AHN como única fuente de carbono y energía.  
 
A través de los estudios con técnicas de secuenciación de alto rendimiento se logró conocer 
la estructura en términos de abundancia relativa de los consorcios y se determinó que la 
inoculación produjo una disminución de la diversidad y la riqueza con respecto a CON. La 
mejora en la degradación de fenantreno en CON-I podría ser explicada no sólo por la 
inoculación con la cepa exógena 20006FA, sino por el incremento en el género Burkholderia 
que produjo la inoculación del consorcio natural. Todas estas características hacen que 
CON-I presente condiciones para ser utilizado como inoculante en la biorremediación de 
suelos contaminados con hidrocarburos policíclicos aromáticos. 
 
El análisis in silico de los genomas de las cepas aisladas del consorcio natural reveló que 
todas podrían producir enzimas de las vías de degradación de PAH, sin embargo en cultivos 
puros, sólo las cepas AM y Bk mostraron capacidad de degradar PAH o sus intermediarios. 
Con la utilización de la base de datos RHO y AromaDeg se pudieron clasificar algunas 
enzimas dioxigenasas, encontrándose en las cepas AM y Bk muchas copias de enzimas 
dioxigenasas que pueden actuar en los primeros pasos de la vía de degradación de 
fenantreno. 
 
Mediante la construcción de una red metabólica específica de la degradación de fenantreno 
a través de gráfico computacional conteniendo la información del genoma de todas las 




cepas aisladas, observamos que las poblaciones responsables del ataque inicial al 
fenantreno podrían ser las cepas Bk y AM, mientras que las cepas I, T, B y Bc-h 
intervendrían posteriormente. Además se observó una fuerte redundancia funcional que se 
justifica en comunidades ambientales debido a que ofrece versatilidad frente a distintas 
condiciones de entorno. La diversidad que conforma el CON original podría estar justificada 
por la regulación de los genes que codifican enzimas intervinientes en la ruta así como la 
ampliación de la capacidad degradadora total en presencia de los subproductos de 
degradación o en situaciones ambientales diferentes. 
 
A partir de los estudios funcionales de las cepas aisladas del consorcio natural CON y de la 
cepa 20006FA y las distintas herramientas ómicas como genómica y proteómica, se aplicó 
la estrategia de generar consorcios bacterianos sintróficos cuyos miembros están 
especializados en ciertos pasos biodegradativos, los consorcios sintéticos diseñados 
mostraron una alta eficiencia de degradación de PAH. 
 
Uno de los consorcios sintéticos diseñados a partir de las cepas, el CS-1, logró ser más 
eficiente que el consorcio natural (CON) incluso más eficiente que el consorcio inoculado 
con la cepa (CON-I). CS-1 logró la mayor degradación de fenantreno y la menor 
acumulación del metabolito intermediario AHN. La aplicación de RT-qPCR para evaluar la 
expresión de genes catabólicos y la respuesta funcional frente a la degradación de 
fenantreno en medio líquido de la cepa AM indicó que en el CS-1 la cepa AM participaría de 
los primeros pasos de la ruta y habría un efecto sinérgico con el resto de las cepas que 
conforman el consorcio, las cuales estarían participando de la degradación de metabolitos 
de la vía baja. Todas estas características hacen que el CS-1 presente las mejores 
condiciones para ser utilizado como inoculante en la biorremediación de suelos 
contaminados con hidrocarburos policíclicos aromáticos. Esto resulta muy importante desde 
el punto de vista tecnológico, ya que los ensambles microbianos sintéticos se pueden 
propagar con mayor facilidad que los consorcios naturales bajo condiciones experimentales 
cuidadosamente mantenidas (Dolinšek y col., 2016). 
 
En este trabajo se logró dar un primer paso en el estudio de las interacciones entre las 
poblaciones de un consorcio natural, y se observó que las interacciones dentro de un cultivo 
aun sintético son muy complejas. Los estudios de este trabajo confirmaron la hipótesis de 
Stadie y col. (2013) en relación a que las comunidades construidas con aislamientos del 
mismo entorno resguardan las interacciones indígenas formadas por la coadaptación / 
evolución.  
 






Las nuevas hipótesis generadas por este trabajo de tesis serán puestas a prueba durante mi 
trabajo postdoctoral en el cual estudiaremos estos mismos consorcios mediante estrategias 
transcriptómicas y proteómicas, para evaluar la expresión de genes catabólicos 
correspondientes a las distintas cepas. 
 
También se estudiarán interacciones entre las distintas poblaciones bacterianas que 
conforman los consorcios, mediante la generación de cultivos mixtos y aplicación de 
herramientas metabolómicas (determinación de la aptitud metabólica=producción de 
metabolitos intermedios frente a mezclas de hidrocarburos aromáticos), herramientas 
proteómicas y herramientas transcriptómicas (análisis de la expresión de genes vinculados a 
la producción de moléculas involucradas en la comunicación intercelular por quórum sensing 
(homoserina lactonas) o a la producción de moléculas que puedan interferir esa 
comunicación. 
 
Otros miembros del grupo de trabajo realizarán la inoculación de suelo con los consorcios 
definidos y estudiarán los cambios en la estructura y función de la comunidad microbiana de 
un suelo contaminado por efecto de la inoculación y los relacionarán con la efectividad del 
proceso de degradación. 
 
Los avances en bioinformática han mejorado el análisis de los datos de secuenciación que 
caracterizan a las comunidades microbianas (Raes y Bork, 2011). Sin embargo, esta 
descripción sigue siendo insuficiente para describir los comportamientos funcionales de los 
ecosistemas microbianos si no se consideran otros conocimientos complementarios. En 
estudios futuros se combinarán los recursos disponibles (filogenéticos, ambientales, ómicos, 
etc.) dentro de un marco de modelado para superar esta debilidad. Estos modelos podrían 
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VIII. Material suplementario 
 
Tabla IV.S1. Enzimas pertenecientes a las vías de degradación de alifáticos en el genoma 
de Sphingobium sp. 20006FA, predichas por RAST, KEGG y NCBI. CDS: número de 
secuencias de codificación para esa proteína en el genoma. Los genes en las tablas se 




Tabla IV.S2. Código de acceso de las secuencias de aminoácidos en formato FASTA de las 
enzimas dioxigenasas de Sphingobium sp. (20006FA) depositadas en el GenBank (NCBI).  
 
20006FA Sphingomonas paucimobilis  



























Enzimas de la vía alifática CDS
Alkane-1 monooxygenase  (EC 1.14.15.3) 2
Alkanesulfonate monooxygenase (EC 1.14.14.5) 1
Alkene reductase (EC:1.-.-.-) 1
Enzimas predichas - Sphingomonas paucimobilis  20006FA























































>WP_082718581.1 MULTISPECIES: Rieske (2Fe-2S) protein [Sphingomonadaceae] 
MNPDLNHGGEAGRIARICRPGSGRPWTGPSPVSYFGVPQSRQDEAGETVRVRLCDRAEIPTGRYRCFKEGALSFLVCNVKGTL
YAIINQCSHMKVPLDGGRQFGKDFICPVHGARFDIPSGKALSGAAVGRLATYPVTIEDEGVFVELPVVGLAPPR 
>WP_061936088.1 MULTISPECIES: Rieske (2Fe-2S) protein [Sphingomonadaceae] 
MSEDERLTATPPGVALAPLDSIADGKARNFVIQMRKGRFHGFVLRIGNEVRGYVDRCPHMGLPLAQKLDDYLTPDGALIACSWH
GALFAPSDGACLGGPCAGAALIPWPVTVEDGMIVTTV 














































>WP_008828133.1 MULTISPECIES: anthranilate 1,2-dioxygenase small subunit [Sphingomonadaceae] 
MSVAAEVAQVAQSAIDDFNAAYGLCLDDDRLEQWPTLFVDDCLYQVIARENVDNGLPAAVMYCDSKGMLADRVVALRKANVFP
EHFNRHLIGRAVITGAEGNQVSAEASYVVFQTRNDGETRIYNAGKYVDWFDLSGGTVRLKSRTCIYDTLRIATLLATPI  





>WP_008828126.1 MULTISPECIES: anthranilate 1,2-dioxygenase small subunit [Sphingomonadaceae] 
MGLPTLEQMQFQHAAAQLNALHAELIDDDRLEEWPNLFEEKCQYSVISAENHNRSLNLAAVFCDSRGMLVDRIVSLRRANIFPA
HSYRHILGPTRVKSTSGQIVTTQTNYVVLMTRNDGQTSIYNSGKYVDQIDVSGAGSRFLSKTAIFDTHLIDTMMVRP  




















Figura IV.S1.: Duplicados del análisis por electroforesis bidimensional de fracciones 
solubles de los cultivos en fenantreno de la cepa 20006FA luego de 24 horas y 96 horas. 










Figura IV.S2. Cinética de crecimiento de Sphingobium sp. 20006FA en MML suplementado 
con 2 g/L de glucosa a 28°C y 250 rpm. Se grafican los valores promedio de tres réplicas 
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Figura IV.S3. Cinética de crecimiento de Sphingobium sp. 20006FA en MML suplementado 
con 0,84 g/L de fenantreno a 28°C y 250 rpm. Se grafican los valores promedio de tres 





Tabla V.S1. Enzimas pertenecientes a las vías de degradación de alifáticos en el genoma 
de Sphingobium sp. AM, predichas por RAST, KEGG y NCBI. CDS: número de secuencias 





Tabla V.S2. Enzimas pertenecientes a las vías de degradación de alifáticos en el genoma 
de Klebsiella aerogenes B, predichas por RAST, KEGG y NCBI. CDS: número de 
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Enzimas de la vía alifática CDS
Alkane-1 monooxygenase (EC 1.14.15.3) 2
Alkanesulfonate monooxygenase (EC 1.14.14.5) 1
Alkene reductase (EC:1.-.-.-) 1
Enzimas predichas - Sphingobium  sp.  AM
Enzimas de la vía alifática CDS
Alkanesulfonate monooxygenase, FMNH(2)-dependent (EC 1.14.14.5) 1
Enzimas predichas - NCBI- Klebsiella aerogenes  B




Tabla V.S3. Enzimas pertenecientes a las vías de degradación de alifáticos en el genoma 
de Pseudomonas sp. Bc-h, predichas por RAST, KEGG y NCBI. CDS: número de 





Tabla V.S4. Enzimas pertenecientes a las vías de degradación de alifáticos en el genoma 
de Pseudomonas sp. T, predichas por RAST, KEGG y NCBI. CDS: número de secuencias 





Tabla V.S5. Enzimas pertenecientes a las vías de degradación de alifáticos en el genoma 
de Inquilinus limosus I, predichas por RAST, KEGG y NCBI. CDS: número de secuencias de 






Enzimas de la vía alifática CDS
Alkanesulfonate monooxygenase, FMNH(2)-dependent (EC 1.14.14.5) 1
Alkene reductase (EC:1.-.-.-) 7
Enzimas predichas - NCBI- Pseudomonas  sp. Bc-h 
Enzimas de la vía alifática CDS
Alkane-1 monooxygenase (EC 1.14.15.3) 1
Alkanesulfonate monooxygenase, FMNH(2)-dependent (EC 1.14.14.5) 2
Alkene reductase (EC:1.-.-.-) 2
Enzimas predichas - NCBI- Pseudomonas  sp. T
Enzimas de la vía alifática CDS
alkanesulfonate monooxygenase, FMNH(2)-dependent (EC 1.14.14.5) 1
Alkene reductase (EC:1.-.-.-) 1
Enzimas predichas - NCBI-   Inquilinus limosus  I




Tabla V.S6. Enzimas pertenecientes a las vías de degradación de alifáticos en el genoma 
de Burkholderia sp. Bk, predichas por RAST, KEGG y NCBI. CDS: número de secuencias de 






Tabla V.S7. Código de acceso de las secuencias de aminoácidos en formato FASTA de las 
enzimas dioxigenasas de Sphingobium sp. (AM), Klebsiella aerogenes B, Pseudomonas sp. 
(Bc-h y T), Inquilinus limosus I y Burkholderia sp. Bk. 
 
AM Sphingobium sp.  

































Enzimas de la vía alifática CDS
Alkanesulfonate monooxygenase, FMNH(2)-dependent (EC 1.14.14.5) 1
Alkene reductase (EC:1.-.-.-) 5
Enzimas predichas - NCBI-  Burkholderia  sp. Bk









>AM_008829816.1 MULTISPECIES: aromatic-ring-hydroxylating dioxygenase subunit beta [Sphingomonadaceae] 
MLSPTKLECALDRLLLADANALDSKDMTGWLTNYAEEEQASYYCRAAENTEHNLELGFMFDDCRARLEDRVTYVTEIWAGTFQ
DYRTRHFVQRVSHRQVDASTAEAMSNFSVFMTPMDTGVTQILAAGRYLDMVRLSGDGRAKFLSRRAELDTSVLPRYLVYPI 























>AM_008828133.1 MULTISPECIES: anthranilate 1,2-dioxygenase small subunit [Sphingomonadaceae] 
MSVAAEVAQVAQSAIDDFNAAYGLCLDDDRLEQWPTLFVDDCLYQVIARENVDNGLPAAVMYCDSKGMLADRVVALRKANVFP
EHFNRHLIGRAVITGAEGNQVSAEASYVVFQTRNDGETRIYNAGKYVDWFDLSGGTVRLKSRTCIYDTLRIATLLATPI 
>AM_008828130.1 MULTISPECIES: benzoate 1,2-dioxygenase subunit beta [Sphingomonadaceae] 
MTAFHSRWLAVSRFIGQEAMALDDKDWDAWLALYHEEAEYWVPAWDDHERPTADPQNEVSLIYYPNRGGLEDRVFRIRTRRS
AASTPQPRTVHQFSLLSAEESDDQVHARTSWTTVSVLEGKVATLSGWAFYDLEPRDDSFVIRRKKTVVVTDLFQEVADVYSL 












>AM_008828126.1 MULTISPECIES: anthranilate 1,2-dioxygenase small subunit [Sphingomonadaceae] 
MGLPTLEQMQFQHAAAQLNALHAELIDDDRLEEWPNLFEEKCQYSVISAENHNRSLNLAAVFCDSRGMLVDRIVSLRRANIFPA
HSYRHILGPTRVKSTSGQIVTTQTNYVVLMTRNDGQTSIYNSGKYVDQIDVSGAGSRFLSKTAIFDTHLIDTMMVRPI 

















































>AM_061936088.1 MULTISPECIES: 2Fe-2S ferredoxin [Sphingomonadaceae] 
MSEDERLTATPPGVALAPLDSIADGKARNFVIQMRKGRFHGFVLRIGNEVRGYVDRCPHMGLPLAQKLDDYLTPDGALIACSWH
GALFAPSDGACLGGPCAGAALIPWPVTVEDGMIVTTV 
>AM_061936771.1 MULTISPECIES: (2Fe-2S)-binding protein [Sphingomonadaceae] 
MVHVTFITPAGVATTLDGDVGQSVMDIGKRAGVENIIGECGGSAACATCHVHVDPAWIERVGPPSEDEWDMLDFAHGKRADSR
LSCQIRLRPALDGLIVHTPERQG 






















>AM_076605796.1 MULTISPECIES: (2Fe-2S)-binding protein [Sphingomonadaceae] 
MVVCVCNAIREKDLKEVAREGCSTPCSAYARLGRRPKCGQCVPFARTIIAAERASI 













>AM_008828127.1 MULTISPECIES: (2Fe-2S)-binding protein [Sphingomonadaceae] 
MSNQLRLCEVAGVKDGEPVAAFAEGMPALAVYNVDGEIFVTDNLCTHGNAMLTDGYQDGDIIECPFHGGSFDIKTGAAKAFPCQ
VAIASYPVEIEDGWVCITKPEGAA 







>AM_025549833.1 MULTISPECIES: (2Fe-2S) ferredoxin [Sphingomonadaceae] 
MTRVVFISADGEHKQEVEAPTGAVLLEVAQAAGQPLEGTCEGQMACSTCHVIVDAADFPKLKRASEDEEDMLDLAAAATRTSRL
SCQIVLDEKLDSLTVRIPGESYNMQGM 
B Klebsiella aerogenes 





>B_004151769.1 MULTISPECIES: naphthalene 1,2-dioxygenase [Enterobacterales] 
MSWIGVCDAEQVQEDFPYSGNIDGKEIGIYLIDGEYYALEDVCPHAYALLSQGFVEDGKVECPLHEAVFDVKTGQCLHGPGGRN
LNRYPVRVYDNQIQITFIEENVA 
>B_020078019.1 aromatic-ring-hydroxylating dioxygenase subunit beta [Klebsiella aerogenes] 
MNTSPILNAAIQFINLEADLLDQGEFREWLALWRAEGMYIIPIDQQTTDFANVLNYAYDNHEMREKRVQRLYSGESISTTPRARTI
RMSGRYRLLSASDKVVEVRCAQFLYEYRKGNEQHYAADVTWTLAPEGDSFRILQKVVRLINGDDYLHSIGYIL 






>B_020078694.1 benzoate 1,2-dioxygenase small subunit [Klebsiella aerogenes] 
MLNLEQVRQFLYYEARLLDDRQWDEWLSCYSPQVVYWMPAWGDDDQLTRDPQKEISLIYYPNREGLEDRVYRIKTERSGAST
PEPRTTHIISNVELMGESEEGLAVRYNWVTWSHRYQHTDAYFGSTCCTLIEQDGRPQIVRKTVRLNNDYIRQVIDVYHI 































>B_015366918.1 MULTISPECIES: (2Fe-2S)-binding protein [Enterobacteriaceae] 
MSTIKVKVNGKLVEAKVEGNMRLLDLVRDTLHLTATKEGCSIGECGACTVLMDGNAVCSCLVLAEQCDEAEIETLEGLNDNPITQ
KLQDAFIEKGGVQCGFCTPGVLVSATELLTKEPHPDEAQIKDVLEGNMCRCTGYQPIIDSIQHAIKS 
>B_012540871.1 MULTISPECIES: ferredoxin, 2Fe-2S type, ISC system [Enterobacteriaceae] 
MPKIVFLPHQDLCPDGVVVEAESGETILDAALRSGIEIEHACEKSCACTTCHCIVREGFDSLAESSEDEDDMLDKAWGLEPDSRL
SCQARVTDEDLVVEIPRYTINHAREH 
>B_077203401.1 2Fe-2S ferredoxin [Klebsiella aerogenes] 
MKRIFLRISDTRLECQDEHPSLLAALESHNIDVEYQCREGYCGSCRMRLVSGQVDWLTEPLAFIQPGEILPCCCRAKGDIEIEM 






>B_020079694.1 MULTISPECIES: (2Fe-2S)-binding protein [Klebsiella] 
MNATLTIIVDGEALTVPEGISVAAALALTGDPTTRQAVNGGLRAPFCGMGVCQECRVTVDGLRVLACQTLCRSDMQIERSRDEH
AAL 
Bc-h Pseudomonas sp. 
















>Bc_h_081564045.1 benzoate 1,2-dioxygenase small subunit [Pseudomonas sp. Bc-h] 
MSFSRDDLLAFLYREARLLDDRQWDEWLECYSQQVEFWMPAWDDYDTLTEDPQSEISLIYYPNRDGLEDRVFRIKTERSSAST
PEPRTAHFIANLEVLSEDAGHLELRFNWQTLSHRYKTTDTYFGTSFYRLDLSGEQPLITRKKVVLKNDYIHQVIDIYHI 






















>Bc_h_081564579.1 4,5-dioxygenase [Pseudomonas sp. Bc-h] 
MSPVEGYHAHVYFDAQTIEQARALCESVAAKFDIRMGRVHERPVGPHPDWSCQLAFEHEKFADVMLHLALHRDGLVIFTHPNT
GDDLADHTRHAIWMGGIRDLNVGMFRR 


































>Bc_h_081564056.1 (2Fe-2S)-binding protein [Pseudomonas sp. Bc-h] 
MTFSRIFLCRQDEIVDGSARGFDPHAQGRDTLLVVRWRGVLRAWLNRCPHMDVAMQYRKDRFMSGDGQHIVCFAHGALFQP
DDGRCVLGPCLGQTLQQQPIIIDEGGAVWLMDTPAQPLTA 
>Bc_h_074750895.1 MULTISPECIES: (2Fe-2S)-binding protein [Pseudomonas] 
MPVLTLIEFNGTEHRVNADIGQSVMQAANFANVPGLQADCGGACSCATCHAFIDDAWLARVPAAEETESDMLDYACGRAENSR
LTCQLIVSDALDGLVLRLPESQY 
>Bc_h_081564303.1 (2Fe-2S)-binding protein [Pseudomonas sp. Bc-h] 
MELRINQKTYQVDADADTPLLWVIRDDLGMTGTKYGCGLAQCGACSVLVDGNVVRSCVTPVAGVVGREVTTIEAIEADEVGKRV
VATWVDLQVAQCGYCQSGQVVAATALLKQNPKPSDAQIEAAMVNLCRCGTYNAIHAAVHELAGRGDAS 







>Bc_h_062383494.1 MULTISPECIES: ferredoxin, 2Fe-2S type, ISC system [Pseudomonas] 
MPQVIFLPHAEHCPDGMVVEAETGKSILEVAHDNHIEIESACGGVCACTTCHCIIREGFNSLEEADELEEDYLDRAWGLEAQSRL
SCQAKVGTEDLTVEIPKYSLNHAAEAPH 
>Bc_h_081566460.1 (2Fe-2S)-binding protein [Pseudomonas sp. Bc-h] 
MQTVNINGENHQLDVPDQMPLLWVLRDVLGLTGTKYGCGIAQCGACTVHLDGTAVRSCVLPVSAAAGHAITTIEGVGETPVGRS
VQQAWLAHEVVQCGYCQSGQIMAASALLHHTPKPDDQAIDSAMSGNLCRCATYTRVRAAIKAVNL 




>Bc_h_081567279.1 (2Fe-2S)-binding protein [Pseudomonas sp. Bc-h] 
MSEQQPAQKTVTLNVNGQSSSVTAMADTPLLLILRNDLQLNGPKYGCGLGECGACTVIIDGVAARSCVFPLAGAEGREITTLEGI
GSRQCPHPVQQAFIDEQAAQCGYCMNGMIMTAKALLDRNPHPSETEVRHELSANLCRCGTHIEILRAVMRAARQQS 
>Bc_h_081567613.1 (2Fe-2S)-binding protein [Pseudomonas sp. Bc-h] 
MPELSIDGQPFRFAQGTTVAAALMSSGDRCSRTSVSGQRRAPLCGMGICQECRVNIDGLRRLACQTICREGMRVETH 
>Bc_h_081567800.1 (2Fe-2S)-binding protein [Pseudomonas sp. Bc-h] 
MYVCLCQGVTDGQIREAIMEGCCSYREVRETLGVASKCGKCACLAKEVVRETLTELQTTQAALAYPAEYSAA 
>Bc_h_081568486.1 (2Fe-2S)-binding protein [Pseudomonas sp. Bc-h] 
MITLNVNGKDHQLDIDPDMPLLYALRNHLQLNGAKYGCGLGQCGACTVMVGDKPVFSCLLPAEAASGKAVRTVEGLGSAEKPG
TLQKAFIEQQAAQCGYCIAGMIMRAQALIEEVANPSDEQIREHMAPNLCRCGTHLRIFSAIKAVIASGVKP 












T Pseudomonas sp. 



















>WP_081516598.1 benzoate 1,2-dioxygenase small subunit [Pseudomonas sp. T] 
MSRYESVRDFLYREARYLDDKDWDAWLELYAADATFWMPSWDDRDQLTEDPQREISLIWYGSRGGLEDRVFRIKTERSSATLP
DTRTSHNLSNIEVLGEADGQCQVRFNWHTLSFRYKTVDSYFGTSFYTLDVRGEQPLVKAKKVVLKNDYVRQVIDIYHI 













>WP_081518947.1 4,5-dioxygenase [Pseudomonas sp. T] 
MSEIQDFHAHVYFDAGSIERARALCEEAARRFGAKMGRVHERPVGPHPDWSCQLAFDNATFATLVPWLALNREGLVILIHPNTG
NDLRDHRDYAMWLGAVRPLDLSQFTS 






>WP_081519703.1 dioxygenase [Pseudomonas sp. T] 
MSDDLIDWLQTLMRAERAGARVMLDSLRQADEAVARNRLERLHQGEAESCRRLRRCLERLGATPDTGVGDFHASAMAIDDLEL
RFDFIGRGQRWVARQITQRLPEIHEPWLREELEAVLRLHQ 







>WP_081516727.1 (2Fe-2S)-binding protein [Pseudomonas sp. T] 
MADPLSLVVNGQPRQLAVAADTPLLYVLRNDLQLNGPKFGCGLGECGACTVHLDGVATRSCITPVSAALGRQVTTLEGLGTLES
PHPVQQAFIDEQAAQCGYCTNGMVMTSAALLARNPKPSDDEIRQELAYNLCRCGTHIEILNAVRRAAGRGGDDGQGSPA 
>WP_081516800.1 (2Fe-2S)-binding protein [Pseudomonas sp. T] 
MITVNLNGKDHELDAPGEMPLLWAIRDVAGLTGTKYGCGMALCGACTVHIDGQPTRSCVTPLAAVAGKKITTIEAVAEQAAGKA
VQEAWRKLDVVQCGYCQSGQIMSATALLASNKKPSDADIDAAMSGNICRCATYARIRAAIHDAAQTLA 







>WP_081516847.1 Rieske (2Fe-2S) protein [Pseudomonas sp. T] 
MSCSIRIPADRLPARGGRSLLHHEKGIILLFDIDGELHAIDDRCPHAGASLFSGRLDGRWLQCPAHGLRFDLATGCPAGIKGFGLQ
RYEIEWRANECYVVLARQEVPA 




>WP_081516880.1 (2Fe-2S)-binding protein [Pseudomonas sp. T] 
MELRINQKTYEVDAEADTPLLWVIRDDLGLTGTKYGCGLAQCGACSVLVDGNVVRSCVTPVAGVVGREVTTIEAIEEDEVGKRV
VTAWVEHQVAQCGYCQSGQVMAATALLKQTPEPTDAQIDAAMINLCRCGTYNAIHAAVHDLATAAATSQEKV 
>WP_081517234.1 (2Fe-2S)-binding protein [Pseudomonas sp. T] 
MPELILDGRPLRVAAGTTVAAALALGGDGTTRTSVSGQRRAPLCGMGVCQECRVSIDGQRRLACQTLCRDGMQVETRP 
>WP_081517708.1 (2Fe-2S)-binding protein [Pseudomonas sp. T] 
MYVCLCNGVTDTQIRDAIYDGACNYREVRECTGVGTQCGKCACLAKQVVRDTLGELQSAQAMNYNLAYAAG 






>WP_081518485.1 (2Fe-2S)-binding protein [Pseudomonas sp. T] 
MDCVALCRLDELGEGQSRGFDPQGRGADSLFALRHQGRVRVYRNLCPHLSVPLEYRKDRFLSADGQWVICYAHGARFRPED
GACVHGPCRGDVLPALQHREADGWLLLPLAQLDA 











>WP_081516727.1 (2Fe-2S)-binding protein [Pseudomonas sp. T] 
MADPLSLVVNGQPRQLAVAADTPLLYVLRNDLQLNGPKFGCGLGECGACTVHLDGVATRSCITPVSAALGRQVTTLEGLGTLES
PHPVQQAFIDEQAAQCGYCTNGMVMTSAALLARNPKPSDDEIRQELAYNLCRCGTHIEILNAVRRAAGRGGDDGQGSPA 
>WP_081516800.1 (2Fe-2S)-binding protein [Pseudomonas sp. T] 
MITVNLNGKDHELDAPGEMPLLWAIRDVAGLTGTKYGCGMALCGACTVHIDGQPTRSCVTPLAAVAGKKITTIEAVAEQAAGKA
VQEAWRKLDVVQCGYCQSGQIMSATALLASNKKPSDADIDAAMSGNICRCATYARIRAAIHDAAQTLA 







>WP_081516847.1 Rieske (2Fe-2S) protein [Pseudomonas sp. T] 
MSCSIRIPADRLPARGGRSLLHHEKGIILLFDIDGELHAIDDRCPHAGASLFSGRLDGRWLQCPAHGLRFDLATGCPAGIKGFGLQ
RYEIEWRANECYVVLARQEVPA 
>WP_081516880.1 (2Fe-2S)-binding protein [Pseudomonas sp. T] 
MELRINQKTYEVDAEADTPLLWVIRDDLGLTGTKYGCGLAQCGACSVLVDGNVVRSCVTPVAGVVGREVTTIEAIEEDEVGKRV
VTAWVEHQVAQCGYCQSGQVMAATALLKQTPEPTDAQIDAAMINLCRCGTYNAIHAAVHDLATAAATSQEKV 
>WP_081517234.1 (2Fe-2S)-binding protein [Pseudomonas sp. T] 
MPELILDGRPLRVAAGTTVAAALALGGDGTTRTSVSGQRRAPLCGMGVCQECRVSIDGQRRLACQTLCRDGMQVETRP 
>WP_081517708.1 (2Fe-2S)-binding protein [Pseudomonas sp. T] 
MYVCLCNGVTDTQIRDAIYDGACNYREVRECTGVGTQCGKCACLAKQVVRDTLGELQSAQAMNYNLAYAAG 










>WP_081518485.1 (2Fe-2S)-binding protein [Pseudomonas sp. T] 
MDCVALCRLDELGEGQSRGFDPQGRGADSLFALRHQGRVRVYRNLCPHLSVPLEYRKDRFLSADGQWVICYAHGARFRPED
GACVHGPCRGDVLPALQHREADGWLLLPLAQLDA 













I Inquilinus limosus 




































Bk Burkholderia sp. 











>WP_088173983.1 protocatechuate 3,4-dioxygenase [Burkholderia sp. Bk] 
MNPQLIGVEELTGTYPFDIRQSIKAMRLNRFFWQMREAAARALWLENRQAAYDKAGLTPQERTLVDNADWIGLIRYGVCFFVLE
KFARVVKITNLGMYASMRGETLEAFLKTRNVPDAV 





>WP_088174421.1 benzoate 1,2-dioxygenase small subunit [Burkholderia sp. Bk] 
MSFDYQKVCRALYQEARFLDDRQWDEWLACYTEDVTYWMPAWDDDDRLTEDPQTQISLMYYPDRGGLEDRVFRIKTERSGA
SMPEPRTSHNVTNVEVLAERDNEVDLRYNFNTLIHRYRITDQFFGTMYVTLRKVDDRLLIASKKIALKNDYIRQVLDVYHV 


















>WP_088174459.1 ring-hydroxylating dioxygenase subunit beta [Burkholderia sp. Bk] 
MSSTTRYPDLEVGTQTGASIARLMAHYCSSIDNGDFDRWPEFFTEDCTYRILTRTDFEAGRDFGIWFCNTRGMLLDRVSSIQSV
NVFEPHVYRHILGPTEVVSVEDGLIGCETSYMVVRTGYEGGMVVFSVGRYIDQIVVEGGRALLRERTVVTDSCRYDTLVALPL 






>WP_027778249.1 MULTISPECIES: 4,5-dioxygenase [Burkholderiaceae] 
MTLRDTSVIQSWHAHVYFDSATRDSAWAFREQIEARWHGKLQMGRFHERPVGPHPMWSYQMAFAHEQFGELIGWLTLNHGT
LDIFVHPNTGDALRDHRDAAVWIGRSHELLLAALI 








>WP_087752507.1 MULTISPECIES: extradiol dioxygenase [Burkholderiaceae] 
MQLDHATIVTADLDTARRFFVDVVGLTQGARPAFSVDGYWLYAKGSPVIHLVESTVPDTSMRAAPRIDHIAFRLESAAEWQALLA
RLQATGVDYRTAQVPPMGPQEAAMQIFVALAPSVVVEFVTALHHAQP 

































>WP_030101477.1 MULTISPECIES: anthranilate 1,2-dioxygenase [Burkholderia] 
MTEAELQFRVERLLAQYIECIDDDRLEDWPDLFVADCNYRIIPRENADRGLPLTLIFCEGRGMLVDRVVSLRQANIYARHYYRHVL
SNVHVKSVDSGAVIVQSNYVVFQTRRNGATDVYSAGKYMDKIVVSDSALLFKEKIVTVDTYRVDSLMATPI 
















>WP_062085357.1 MULTISPECIES: naphthalene 1,2-dioxygenase [Burkholderiaceae] 
MSGNWIFAAQRAVVPDDDVVAIQVEARELAFYGVDGTIYATDNICTHGHARLCDGFLEGHEIECPLHQGKFDVRTGNALCAPLIE
GIKSYPIKVEDGKVFVLID 

























Tabla V.S8. Código de acceso de las secuencias de referencia utilizadas en el análisis de 
relación filogenética entre homólogos de enzimas hidroxilantes de anillo aromático 
(Wanapaisan y col., 2018). 
 
N° de acceso a 
Genbank 









Naphthalene dioxygenase Fe-S protein large subunit (plasmid) 
[Pseudomonas putida ND6] 
A 
AAD09872.1 Dioxygenase alpha subunit PhnAc [Paraburkholderia sartisoli] A 
ABW37061.1  NahA1f [Sphingomonas sp. LH128] A 
ABM91740.1 
Biphenyl/naphthalene dioxygenase alpha subunit [Sphingobium 
yanoikuyae] 
A 
AAB62285.1  p-cumate dioxygenase large subunit [Pseudomonas putida] A 
AAC38616.1  Initial dioxygenase large subunit, partial [Sphingomonas sp. CB3] A 
ABV68886.1  flnA1 [Sphingomonas sp. LB126] A 
YP_718182.1  Angular dioxygenase large subunit (plasmid) [Sphingomonas sp. KA1] A 
AGZ63478.1 AhdA1b [Sphingobium sp. PNB] A 
BAE45092.1  
Dibenzofuran 4,4a-dioxygenase large subunit (plasmid) [Terrabacter sp. 
DBF63] 
A 
BAF48503.1  Biphenyl dioxygenase large subunit [Rhodococcus erythropolis] A 
AAY85176.1  
PAH ring-hydroxylating dioxygenase large subunit [Mycobacterium 
vanbaalenii PYR-1] 
A 
BAA94708.1  Iron-sulfur protein large subunit [Nocardioides sp. KP7] A 
AAD25395.1  NidA dioxygenase large subunit [Rhodococcus sp. I24] A 
AAD28100.1  Naphthalene dioxygenase large subunit [Rhodococcus sp. NCIMB12038] A 
AAR05106.1  Naphthalene dioxygenase large subunit [Rhodococcus sp. P400] A 




AAT51751.1  NidA [Mycobacterium vanbaalenii PYR-1] A 
AAG05906.1  Toluate 1,2-dioxygenase alpha subunit [Pseudomonas aeruginosa PAO1] B 
CAA55681.1  2-halobenzoate 1,2-dioxygenase [Burkholderia cepacia] B 
AAG05900.1  Anthranilate dioxygenase large subunit [Pseudomonas aeruginosa PAO1] B 
BAB70698.1  Benzoate 1,2-dioxygenase ISP alpha subunit [Rhodococcus jostii RHA1] B 
AAU46052.1  
ortho-halobenzoate 1,2-dioxygenase alpha-ISP protein OhbB 
[Burkholderia mallei ATCC 23344] 
C 
AAD20006.1  




Putative ring-hydroxylating dioxygenase large subunit, partial 
[Mycobacterium sp. S65] 
C 
AAD03558.1  Phthalate dioxygenase [Burkholderia cepacia] D 
AAC45716.1  3-chlorobenzoate-3,4/4,5-dioxygenase (plasmid) [Conidiobolus coronatus] D 
CAA55400.1  Phenoxybenzoate dioxygenase [Pseudomonas pseudoalcaligenes] D 
CAA73203.1 
 2-oxo-1,2-dihydroquinoline 8-monooxygenase, oxygenase component 
[Pseudomonas putida] 
D 
NP_254097.1  Protein GbcA [Pseudomonas aeruginosa PAO1] D* 
WP_011951187.1 

























Tabla V.S9. Secuencias de aminoácidos de las subunidades alfa de enzimas dioxigenasas 
de los géneros a los que pertenecen las cepas aisladas del consorcio natural, seleccionadas 
para utilizar como referencia en el análisis de relación de las subunidades alfa de enzimas 
hidroxilantes de anillo aromático (Figura V.10) . Estas secuencias se obtuvieron de las bases 
de datos NCBI y Uniprot. 
 
N° de acceso 









Benzene 1,2-dioxygenase subunit alpha Pseudomonas putida (strain 
ATCC 700007 / DSM 6899 / BCRC 17059 / F1) 
A 
AAC69484.1 
 2-hydroxybenzoate 5-hydroxylase alpha subunit [Pseudomonas 
aeruginosa] 
C 
AAA25743.1  Dioxygenase [Pseudomonas pseudoalcaligenes KF707 = NBRC 110670] A 
AAA25902.1  Iron sulfur protein large subunit [Pseudomonas putida] A 
BAB32747.1  
Large subunit of terminal oxygenase component of anthranilate 1,2-
dioxygenase [Pseudomonas resinovorans] 
B 
Q1XGM0 
Iron sulfur protein large subunit NahAc of napthalene dioxygenase 
OS=Pseudomonas putida GN=nahAc PE=4 SV=1 
A 
A0A0E1CEA2 Benzoate 1,2-dioxygenase alpha subunit [Klebsiella pneumoniae]  B 
WP_064153110.1 (2Fe-2S)-binding protein [Klebsiella pneumoniae] D 
WP_032715750.1 RHO subunit alpha [Klebsiella aerogenes]  B 
WP_015366592.1 












Ring hydroxylating dioxygenase subunit alpha [Klebsiella aerogenes 
KCTC 2190] 
B 
WP_026872245.1  Benzoate 1,2-dioxygenase large subunit [Inquilinus limosus] B 
WP_081688978.1  
















Rieske (2Fe-2S) protein OS=Inquilinus limosus MP06 GN=P409_11135 
PE=4 SV=1 
D* 




WP_010891031.1 Llarge subunit aromatic oxygenase [Novosphingobium aromaticivorans] C 
ABM79781.1 Salicylate 1-hydroxylase alpha subunit [Sphingobium yanoikuyae] C 
WP_008827651.1 Ferredoxin subunit aromatic oxygenase [Sphingomonas sp. LH128] D 
WP_037508582.1 
Biphenyl/naphthalene dioxygenase alpha subunit OS=Sphingobium 
yanoikuyae 
A 
A5V4T3 Rieske (2Fe-2S) [Sphingomonas wittichii] A 
Q6BDD0 Large subunit of PAH-dioxygenase [Sphingomonas sp. A4] A 
NP_049209.1  








Aromatic ring-hydroxylating dioxygenase subunit alpha [Sphingobium sp. 
Z007] 
A 
Q9ZHH3 Dioxygenase alpha subunit PhnAc [Paraburkholderia sartisoli] A 
Q84BZ1 Anthranilate dioxygenase ferredoxin [Burkholderia cepacia] D 
 Q45694.1 Ferredoxin [Burkholderia sp. RASC] D 
Q9ZHH3 Dioxygenase alpha subunit [Paraburkholderia sartisoli] A 
AAU46052.1 
Ortho-halobenzoate 1,2-dioxygenase alpha-ISP protein OhbB 
[Burkholderia mallei ATCC 23344] 
C 





















Figura V.S.1. Ruta propuesta de participación de las cepas aisladas en la ruta catabólica de 
degradación de fenantreno, basada en datos genómicos. Los colores de los puntos 
corresponden a la cepa que posee la enzima que actúa en ese paso de la vía; naranja: AM y 








Figura V.S2. Corridas electroforéticas en gel de agarosa de los productos amplificados de 
PCR con los primers dirigidos a las secuencias de genes de las enzimas de la ruta de 
degradación de fenantreno y del gen 16S rRNA sobre el ADN de la cepa Sphingobium sp. 
AM en cultivo líquido. PM: Patrón de peso molecular (para corroborar tamaño del inserto). 













Figura V.S3. Concentración de fenantreno en cultivos de las cepas AM y 20006FA en MML 
suplementado con 200 mg/L de fenantreno durante 4 días de incubación. Se grafican los 



























Tiempo de incubación (días) 
AM
20006FA
Control
